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« La chance ne sourit qu'aux esprits bien préparés. » 
Louis Pasteur 
Rôle de l'interleukine-1 dans les dommages cérébraux périnataux : 
Perspectives de neuroprotection 
Par: Sylvie Girard 
Département de pédiatrie, Programme d'Immunologie 
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention 
du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en immunologie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
Les dommages cérébraux survenant durant la période périnatale sont associés à 
plusieurs pathologies neurodéveloppementales, dont la paralysie cérébrale. Ces lésions 
résultent d'agressions hypoxiques-ischémiques (HI) et infectieuses survenant durant une 
étape cruciale du développement cérébral. Aucun traitement n'est pour l'instant disponible 
pour diminuer l'impact de ces agressions sur le neurodéveloppement de l'enfant. Le facteur 
commun induit par les deux types d'agressions est l'inflammation, et surtout la production 
de cytokines pro-inflammatoires telle que l'interleukine (IL)-l. Bien que l'association entre 
l'expression d'IL-1 et la modulation du développement cérébral soit connue, le lien causal 
entre les deux est encore controversé. Ceci est dû, entre autres, à l'utilisation de nombreux 
modèles expérimentaux manquant souvent de pertinence avec ce qui est observé en 
clinique. 
Dans le but de comprendre le rôle de l'IL-l dans les dommages cérébraux 
périnataux, nous avons fait la caractérisation anatomique et fonctionnelle d'un modèle 
animal combinant les deux types d'agressions les plus fréquemment rencontrées chez 
l'humain, afin d'en établir la concordance par rapport à la pathologie humaine (c.-à-d. 
paralysie cérébrale). À l'aide de ce modèle, nous avons ensuite démontré que le système de 
l'IL-l était au cœur de la pathophysiologie. De plus, nous avons montré que le stade de 
développement cérébral correspondant au nouveau-né grand prématuré est plus susceptible 
que l'adulte puisqu'un déséquilibre pro-inflammatoire, dans le ratio agoniste et antagoniste 
du système de l'IL-l, est induit par les agressions. Ce déséquilibre est non seulement 
présent dans le cerveau du nouveau-né, mais aussi dans le placenta à la suite de l'exposition 
maternelle à un agent inflammatoire à la fin de la gestation. En ciblant plus 
particulièrement le système de l'IL-l, nous avons démontré le lien causal entre l'expression 
de l'IL-ip et la survenue de dommages cérébraux ainsi que son impact sur la motricité de la 
progéniture via l'administration de l'antagoniste du récepteur de l'IL-l (IL-IRa). De plus, 
nous avons démontré le potentiel thérapeutique, placenta et neuroprotecteur, de lTL-IRa 
administré maternellement à la fin de la gestation. L'implication du système de l'IL-l dans 
les lésions cérébrales a aussi été étudiée directement sur des tissus humains (c.-à-d. 
provenant de nouveaux-nés présentant des lésions cérébrales) et nous avons démontré la 
concordance entre les résultats obtenus chez l'humain avec ceux provenant du modèle 
expérimental. 
En conclusion, les travaux présentés dans cette thèse démontrent le rôle central de 
l'IL-l dans la genèse des lésions cérébrales périnatales des suites d'agressions HI et/ou 
infectieuses/inflammatoires ainsi que le potentiel thérapeutique de l'administration 
prénatale de l'IL-lRa. 
Mots clés : Cerveau, développement, inflammation, interleukine-1 
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Abstract 
Brain damage, occuring in the perinatal period, are associated with several 
neurodevelopmental pathology, for example cerebral palsy. Those brain lesions arise from 
hypoxic-ischemic (HI) and infection/inflammation aggressions occuring at a crucial step 
during the neurodevelopmental period. There are currently no treatment designed to protect 
the newborn brain and alleviate the neurodevelopmental outcome. The common factor that 
is induce by both type of aggression is inflammation, and especially the production of pro-
inflammatory cytokine, mainly interleukin-1 (IL-1). The association between IL-1 
expression and the modulation of brain development is well-known but the causal link 
between the two is still a controversial manner. This is mainly due to the use of several 
different experimental model which are not always representative of the clinical reality. 
To get a better understanding of the role of IL-1 in perinatal brain damage we first 
characterized, both anatomically and histologically, an experimental model which 
combined both insults most often encounter in humans, to establish the reliability of the 
model to the human pathology (i.e. cerebral palsy). Using this model, we then demonstrated 
the central role of the IL-1 system in the genesis of brain damage. We also showed that the 
developmental stage corresponding to the preterm human newborn was more susceptible 
than their adult counterpart since the pro-inflammatory imbalance, in the agonist/antagonist 
ratio induced by the aggressions, was more obvious at this particular stage of development. 
This shift of the IL-1 system towards a pro-inflammatory state found in the premature brain 
was also detected in the placenta after maternal exposure to LPS at the end of gestation. 
The causal link between the IL-1 system and the neonatal brain damage was confirmed 
with the use of the IL-1 receptor antagonist (IL-IRa) administered maternally which 
increased pups survival and protected them against microgliosis and motor deficits. We 
showed the therapeuthic potential of the IL-IRa against both placental and 
neurodevelopmental defects when administered maternally, at the end of gestation. The 
implication of the IL-1 system in brain lesions was also studied directly on human newborn 
brain tissu presenting white matter damages reminiscent of cerebral palsy. Those data 
correlated with what was obtained using the experimental model showed the pro-
inflammatory orientation of the IL-1 system, particularly in lesioned areas of the brain. 
In conclusion, the work presented in this thesis demonstrated the central role of the 
IL-1 system in the genesis of perinatal brain damage after exposure to HI and/or 
infection/inflammation and the therapeuthic potential of the prenatal administration of IL-
IRa. 
Keywords : Brain, development, inflammation, interleukin-1 
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Chapitre 1. Introduction 
1.1 Dommages cérébraux périnataux : Nouveau-né humain 
1.1.1 Incidence et pathologies associées 
Dans les pays industrialisés, la majorité des nouveau-nés prématurés survivent grâce 
aux avancées dans le domaine de la périnatalogie. Plus de 10% des nouveau-nés naissent de 
façon prématurée et cette incidence ne fait que s'accroitre (Figure 1) (Billiards et al., 2006, 
Muglia et Katz, 2010). Un nouveau-né est considéré prématuré lorsqu'il nait à moins de 37 
semaines de gestation, le terme étant atteint à 40 semaines. La population de nouveau-nés 
prématurés peut être divisée en prématuré tardif,-soit entre 36 et 32 semaines de grossesse, 
et grand prématuré, soit moins de 32 semaines. La population de nouveau-nés grand 
prématuré est beaucoup plus à risque de souffrir de dommages cérébraux et 
subséquemment de développer des déficits cognitifs et moteurs. Plus de 40% des nouveau-
nés grands prématurés présenteront, à l'âge de 5 ans, des déficits cognitifs et/ou 
intellectuels (Larroque et al, 2008). C'est durant la période périnatale, qui s'étend du 
troisième trimestre de gestation jusqu'au premier mois de vie postnatale, que le système 
nerveux central est le plus vulnérable aux agressions. Cette plus grande susceptibilité du 
cerveau en développement est inversement proportionnelle à l'âge gestationnel, la 
population la plus à risque étant les nouveau-nés grands prématurés (Vincer et al., 2006, 
Himpens et al., 2008, Larroque et al., 2008). 
Year 
Figure 1. Pourcentage des naissances prématurées aux États-Unis (Provenant de 
Muglia et Katz, 2010) 
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Les agressions périnatales, et surtout les dommages cérébraux et la modulation du 
développement cérébral qui en résultent, sont associées à plusieurs pathologies 
neurodeveloppementales telles que la schizophrénie, l'autisme et la paralysie cérébrale 
(Volpe, 2001, Byrne et al, 2007, Zammit et al, 2009, Beaino et al, 2010, Boksa, 2010, 
Meyer et Feldon, 2010). La pathophysiologie de la paralysie cérébrale est celle étant la 
mieux caractérisée et dont l'étiologie est la moins controversée. La présence de dommages 
cérébraux périnataux et surtout les atteintes motrices associées, sont les principales 
caractéristiques de cette pathologie (Nelson, 2003, Ferriero, 2004, Volpe, 2008). Celle-ci 
est dite non progressive puisque les déficits rencontrés résultent de lésions cérébrales 
d'origine périnatale et ayant un impact à long terme sur le développement cérébral ainsi que 
sur les fonctions qui en découlent. Puisqu'un certain niveau de myélination ainsi que de 
maturation neuronale est nécessaire pour l'apparition des différentes fonctions motrices, 
celles-ci apparaissent graduellement lors du développement de l'enfant. C'est pourquoi le 
diagnostique définitif de paralysie cérébrale est fait entre 1 et 2 ans, c'est-à-dire lorsque les 
déficits deviennent les plus apparents, et ce, malgré le fait que l'atteinte primaire cérébrale 
survient très tôt. En plus de ces déficits moteurs, des atteintes cognitives et intellectuelles, 
telles que le retard mental et la diminution du quotient intellectuel, sont aussi associées aux 
dommages cérébraux (Volpe, 2009). 
Selon la ou les régions cérébrales affectées ainsi que l'intensité de l'agression, 
l'impact sur les fonctions motrices peut être très varié. La paralysie cérébrale peut être 
divisée en deux sous-types soit la forme spastique et la forme non spastique (incluant les 
formes dyskinétique et ataxique). La forme spastique est la forme prédominante, présente 
chez 95% des nouveau-nés prématurés atteints (60% atteint de façon diplégique et 17% 
quadriplégique) et 80% de ceux à terme (22% atteint de façon diplégique et 16% 
quadriplégique) (Himpens et al, 2008). Les lésions cérébrales responsables de ces 
dommages étant irréversibles, les personnes atteintes nécessiteront des soins ainsi qu'un 
support constant de la part de leurs proches, et ce, pour toute la durée de leur vie, 
engendrant d'énormes coûts à la société et surtout à leurs familles (Brehaut et al, 2004). 
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1.1.2. Types et distribution des dommages cérébraux 
La topographie des dommages cérébraux peut varier selon le type d'agressions et 
surtout selon le stade de maturation cérébrale pendant lequel survient cette agression. La 
variation développementale de la vulnérabilité des différentes régions cérébrales est l'un 
des points déterminants de la distribution des lésions. 
Le cerveau peut être séparé en deux types de matières ayant des fonctions et 
compositions cellulaires différentes, soit la substance grise et la substance blanche, qui sont 
différentiellement vulnérables selon leur stade de développement respectif. La substance 
grise, constituée majoritairement de cellules neuronales, consiste en l'unité fonctionnelle de 
laquelle vont provenir toutes les fonctions cérébrales. La substance blanche est constituée 
de trois types de cellules gliales. Premièrement 1'oligodendrocyte (OLG) qui est 
responsable de la myélinisation, ce qui permet une conduction neuronale plus efficace. 
Deuxièmement, Yastrocyte ayant un rôle crucial dans le support neuronal, permettant 
l'organisation et la migration des neurones lors du développement, fournissant apport 
énergétique et support trophique en plus de permettre l'élimination des substances toxiques 
ainsi que la recapture des neurotransmetteurs. De plus, les astrocytes ont un rôle majeur 
dans le maintien de l'homéostasie du milieu extracellulaire (c.-à-d. pH, concentration 
ionique, etc.) et peuvent aussi contribuer à la production de médiateurs inflammatoires, 
bien que leur rôle soit moins important que celui des microglies. Ces dernières sont les 
macrophages résidents du système nerveux central (SNC) et sont responsables de la 
surveillance du tissu cérébral contre les agents infectieux. Les cellules microgliales 
pourront initier la réponse immunitaire ainsi que le recrutement des cellules immunes 
systémique lors d'une agression en plus d'avoir un rôle dans l'élimination des débris 
cellulaires lors, entre autres, de l'apoptose programmée durant le développement. 
Selon le stade de maturation cérébrale lors de la survenue d'une agression, le type de 
dommage va différer puisque les nombreux types cellulaires n'ont pas la même 
susceptibilité à un stade donné de maturation. Chez le nouveau-né grand prématuré, une 
majorité des dommages observés surviennent dans la substance blanche et surtout dans la 
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région proche des ventricules, menant au développement de lésions appelées leucomalacie 
pcriventriculaire (Figure 2). Cette particularité est due majoritairement aux OLG qui sont 
dans un stade précurseur (pré-OLG) chez le nouveau-né grand prématuré, et hautement 
vulnérable aux agressions comparativement au OLG mature responsable de la 
myélinisation (Figure 3) (Craig et al, 2003, Back et al, 2007). En plus de la vulnérabilité 
des précurseurs d'OLG, l'immaturité des capacités d'autorégulation cérébrovasculaire du 
prématuré, particulièrement importante dans les régions périventriculaircs, rend ces régions 
de la substance blanche très susceptible à 1'hypoperfusion (Volpe, 1997, 2001, 2008). 
Contrairement au nouveau-né prématuré, celui à terme présentera majoritairement des 
dommages cérébraux affectant la substance grise, menant à des lésions dites de nécrose 
neuronale sélective (pouvant toucher le cortex ainsi que les ganglions de la base) (Figure 2) 
dont la distribution sera, encore une fois, dépendante du type et de la sévérité de 
l'agression. 
Figure 2. Représentation d'une coupe coronale d'un cerveau de nouveau-né 
prématuré (28 semaines de gestation) illustrant les régions cérébrales présentant le 
plus souvent des dommages. L'atteinte de la substance blanche (c.-à-d. leucomalacie 
périventriculaire) est la forme prédominante de dommage chez le nouveau-né grand 
prématuré. L'atteinte est premièrement focale, représentée par les points (droite) ainsi que 
les cercles (gauche), et évolue de façon plus diffuse en formant des lésions cavitaires ou des 
cicatrices gliales. Chez le nouveau-né à terme, ce seront majoritairement les régions 
corticales (en gris) ainsi que les régions thalamiques (T) et sous-thalamiques (pulamen, P et 
globus pallidus, GP) qui présenteront des dommages. (Adapte de Volpe, 2009) 
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Bien que, de façon générale, les nouveau-nés grands prématurés présentent 
majoritairement des dommages de la substance blanche et que ceux à terme ont le plus 
souvent des atteintes de la substance grise; il est aussi possible de rencontrer une 
combinaison des deux types de dommages (Leviton et Gressens, 2007). Ceci peut être dû à 
une perte de l'intégrité axonale résultant d'une atteinte primaire des OLG et ainsi de la 
myéline ou à une atteinte secondaire des neurones qui doivent migrer au travers de la 
substance blanche affectée pour atteindre leur site destiné. Il est aussi possible, de façon 
inverse, qu'il y ait une atteinte neuronale primaire menant, entre autres, à une activation 
microgliale et ainsi à une perte d'OLG associée à la réponse inflammatoire. Les différents 
mécanismes moléculaires pouvant mener aux dommages cérébraux seront abordés plus en 
détail dans la section 1.3. De plus, il est aussi possible de rencontrer une combinaison 
d'agressions, d'origine souvent associée, ayant ainsi un impact plus global sur le cerveau en 
développement (voir section suivante). 
« I Progenitor PrrOI 


















Figure 3. Stade de 
maturation des OLG et 
susceptibilité 
développementale aux 
agressions cérébrales. Chez 
le nouveau-né prématuré, les 
OLG sont dans un stade 
précurseur (pré-OLG, A) et 
sont particulièrement 
sensibles aux agressions. Le 
stade de maturation des OLG 
à un moment précis de la 
gestation explique la 
vulnérabilité particulière des 
nouveau-nés. surtout la 
population de grands 
prématurés (soit de moins de 
32 semaines de gestation, B). 
(Adapté de Craig et al, 
2003, Back étal, 2007) 
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1.1.3. Causes 
1.1.3.1. Hypoxie-Ischémie (HI) 
L'HI consiste en une diminution de l'apport en oxygène (hypoxie) et d'une 
diminution de l'apport sanguin (ischémie) au niveau cérébral. Des épisodes d'HI peuvent 
survenir à différents moments durant la période périnatale: 
a- prénatal (in utero), par exemple lors d'une compression du cordon ombilical ou d'un 
décollement placentaire, 
b- durant l'accouchement, lors d'un accouchement long et avec complications, 
c- postnatal, tout juste après la naissance lorsque le nouveau-né souffre de difficultés 
respiratoires dues, entre autres, à une immaturité pulmonaire fréquente chez le nouveau-né 
prématuré. 
Les dommages cérébraux induits des suites de l'HI sont dus à plusieurs facteurs 
interagissant ensemble et activant de nombreux mécanismes moléculaires. Ces mécanismes 
sont très diversifiés et ont été étudiés de façon approfondie, en grande partie via l'utilisation 
de modèles expérimentaux (voir détails section 1.3). 
L'HI a longtemps été considérée comme le seul responsable des dommages 
cérébraux du nouveau-né et subséquemment des troubles moteurs associés. Cependant, 
malgré toutes les avancées dans le domaine de l'obstétrique (c.-à-d. suivi in utero des 
fonctions cardiaques fœtales et utilisation de la césarienne) et de la néonatalogie (c.-à-d. 
ventilation assistée du nouveau-né) ce qui diminue les risques d'atteinte du nouveau-né, 
l'incidence de la paralysie cérébrale est demeurée inchangée (Figure 4) (Nelson, 2003, 
Wilson-Costello et al, 2005). Bien que l'HI reste un facteur de risque important pour le 
développement de dommages cérébraux, d'autres facteurs sont maintenant connus pour être 
impliqués dans la pathophysiologie des dommages cérébraux périnataux. L'un de ces 
facteurs, le plus important, est l'inflammation. L'inflammation va survenir à la suite d'une 
infection, le plus souvent d'origine maternelle, et plusieurs études épidémiologiques ont 
démontré une association entre la présence d'une infection/inflammation in utero et la 
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survenue de dommages cérébraux (Grether et Nelson, 1997, Wu et Colford, 2000, Bracci et 
Buonocorc, 2003, Wu et al, 2003). 
Cerebral palsy in 
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Figure 4. Prevalence de la paralysie cérébrale dans les pays développés et taux de 
césarienne. (Provenant de Nelson, 2003) 
1.1.3.2. Inflammation prénatale 
Le lien entre l'infection/inflammation in utero et l'altération du développement 
cérébral est de plus en plus reconnu, de même que son association à plusieurs pathologies 
neurodeveloppementales (Patterson, 2009, Boksa, 2010). Les infections prénatales peuvent 
être d'origine virale ou bactérienne. Les infections virales les plus fréquentes sont 
regroupées sous l'acronyme TORCH (c.-à-d. toxoplasmose, mbéole, cytomegalovirus et 
herpes simplex) et, surtout lorsqu'elles surviennent tôt durant la gestation (c.-à-d. durant le 
deuxième trimestre), sont associées à une augmentation du risque de développement de 
pathologies ncuropsychiatriques, telles que la schizophrénie (Chcss et al, 1978, Rapaport 
et al, 1993, van Gcnl et al, 1997, Brown et al, 2004). Ce sont majoritairement les 
chorioamnionites, infections bactériennes placentaires survenant en fin de gestation, qui 
sont associées au développement de lésions cérébrales périnatales et subséquemment à la 
paralysie cérébrale (Wu et Colford, 2000. Bracci et Buonocore, 2003, Wu et al, 2003, 
Yoon et al, 2003). Bien que cette association soit maintenant bien établie, le lien causal 
entre la présence d'une infection maternelle et la survenue de dommages cérébraux chez le 
nouveau-né est toujours controversé. Ce fut Adinolfi M, qui a été le premier à émettre 
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l'hypothèse que l'impact sur le fœtus des infections maternelles serait indirect, via la 
production de médiateurs inflammatoires solubles (Adinolfi, 1993). Cette hypothèse a été 
appuyée par des études portant sur des infections éloignées du placenta - dont aucun 
composant bactérien n'est détecté dans le tissu placentaire - et sans aucun accès direct au 
fœtus, mais ayant tout de même un impact délétère sur le développement cérébral 
(Ashdown et al, 2006, Liu et al, 2007). Plusieurs évidences pointent vers un rôle de 
l'augmentation de l'expression de médiateurs inflammatoires à la suite d'une infection 
maternelle, qui serait responsable de la modulation du développement cérébral du fœtus. De 
nombreux médiateurs inflammatoires pouvant être induits lors d'une infection maternelle et 
plusieurs sont connus pour avoir un rôle dans l'environnement utérin surtout dans le 
déclenchement de l'accouchement (ex : prostaglandins, réactifs oxygénés, 
métalloprotéinases, cytokines, ... ) (Smith, 2007). Parmi tous ces médiateurs, ce sont les 
cytokines qui sont le plus souvent associées aux dommages cérébraux et à la survenue de 
paralysie cérébrale (Yoon et al, 1997, Baud et al, 1999, Nelson et al, 2003). De 
nombreuses études épidémiologiques ont démontré une association entre l'augmentation 
des niveaux d'expression de cytokines pro-inflammatoires (majoritairement l'IL-ip, le 
tumor necrosis factor (TNF)-ct et 1TL-6) dans l'environnement utérin, que ce soit dans le 
sang du cordon ombilical ou du nouveau-né, dans le placenta ou les membranes fœtales, et 
la survenue de paralysie cérébrale (Yoon et al, 1997, Baud et al, 1999, Nelson et al, 2003, 
Shim et al, 2004, Chow et al, 2008). Ces mêmes cytokines (majoritairement le TNF-a) 
ont aussi été détectées dans des tissus cérébraux de nouveau-nés atteints de lésions 
cérébrales, et ce, de façon prédominante dans les sites lésés (Kadhim et al, 2001, Kadhim 
et al, 2003, Kadhim et al, 2006). 
Un problème majeur est la difficulté de diagnostiquer de façon non invasive les 
agressions prénatales ainsi que leur impact in utero. Ces agressions sont majoritairement 
d'origine maternelle et souvent sans signe clinique majeur. Bien que l'effet soit seulement 
mineur sur la santé de la mère et que l'activation immune ne mène pas à des problèmes 
maternels, l'impact fœtal peut tout de même être très important. Les techniques de 
détection disponibles sont soit peu sensibles (ex : ultrasons/échographie) ou invasives (ex : 
amniocentèse) amenant un risque non négligeable de contamination de la cavité 
19 
amniotique. C'est pourquoi une grande partie des études épidémiologiques ont utilisé du 
sang prélevé chez le nouveau-né ou dans le cordon ombilical tout de suite après 
l'accouchement. La détection de cytokines dans le liquide amniotique a été utilisée à l'aide 
de prélèvements faits pour d'autres fins ou lors d'un signe clinique d'infection (Baud et al, 
1999, Nelson et al, 2003, Shim et al, 2004, Chow et al, 2008). 
Une infection prénatale, et surtout l'inflammation qui en résulte, est associée à une 
modulation du développement cérébral et peut aussi mener à des épisodes d'HI. Les deux 
types d'agressions sont souvent associés puisque l'inflammation peut déclencher un 
accouchement prématuré, qui est souvent plus difficile, augmentant ainsi les risques de 
manque d'oxygène et de fluctuation de l'apport sanguin via, par exemple, une compression 
du cordon ombilical. De plus, le nouveau-né prématuré ayant des fonctions respiratoires 
immatures, le risque d'HI durant la période postnatale est aussi accru. Les chorioamnionites 
ont été associées à un plus faible score d'Apgar (c.-à-d. critère d'évaluation globale de la 
vitalité du nouveau-né tôt après la naissance) ainsi qu'à la présence de lésions cérébrales de 
type HI détectées par imagerie par résonnance magnétique (IRM) (Wu et al, 2003, 
Perlman, 2006, Girard et al, 2009). Cependant, il est aussi possible que ces deux 
marqueurs, précédemment associés à l'HI, soient aussi reliés à l'inflammation intra-utérine 
et il est donc nécessaire de combiner ceux-ci à d'autres marqueurs, tels que le besoin de 
réanimation ou d'intubation du nouveau-né, qui sont directement reliés à un risque d'HI. 
1.2. Dommages cérébraux périnataux : Modèles expérimentaux 
Les phénomènes inflammatoires sont de plus en plus reconnus pour leur implication 
dans la genèse des dommages cérébraux périnataux et les travaux présentés dans cette thèse 
portent majoritairement sur le rôle des cytokines pro-inflammatoires, plus particulièrement 
sur le système de l'IL-l, dans la genèse de ces lésions. Plusieurs autres mécanismes ont 
aussi été étudiés et seront détaillés dans la section 1.3. 
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1.2.1. Modèles d'hypoxie-ischémie (HI) 
Le modèle d'HI néonatal le plus utilisé et le mieux caractérisé combine la ligature 
de l'artère carotide commune à l'hypoxie globale chez des rats âgés de 7 jours postnatals 
(P7) (modèle Vannucci) (Rice et al, 1981). Ce modèle a été adapté à différents stades du 
développement (c.-à-d. entre P7 et PI4) tous correspondant au développement cérébral 
d'un nouveau-né humain prématuré tardif ou à terme (c.-à-d. entre 32 et 40 semaines de 
grossesse) (Figure 3B). La vulnérabilité des animaux à l'hypoxie augmente avec l'âge et 
c'est pourquoi le pourcentage d'oxygène ainsi que la durée de l'hypoxie varient beaucoup 
d'une étude à l'autre, en fonction du modèle utilisé et surtout du stade de maturation de 
l'animal. Tous ces modèles mènent à des dommages similaires, soit une atteinte 
prédominante de la substance grise corticale et sous-corticale, combinant mort cellulaire et 
processus inflammatoires. L'utilisation de ces modèles a permis d'acquérir une meilleure 
compréhension des mécanismes menant au développement des dommages cérébraux à la 
suite d'HI (Szaflarski et al, 1995, Hagberg et al, 1996, Bona et al, 1999, van den Tweel 
et al, 2006). La distribution des lésions cérébrales induites, corrèle avec ce qui est observé 
chez le nouveau-né humain à terme ou près du terme (Volpe, 2008). Cependant, ces 
modèles ne prennent pas en considération la population qui est le plus à risque, ayant 
l'incidence la plus élevée de dommages cérébraux périnataux, les nouveau-nés grands 
prématurés (moins de 32 semaines de gestation). 
Il est difficile d'extrapoler à partir des données obtenues à l'aide des modèles ciblant 
le développement cérébral humain près du terme puisque les dommages cérébraux induits 
n'ont pas les mêmes cibles cellulaires et subséquemment auront une distribution et un 
impact comportemental différent. De plus, plusieurs évidences récentes démontrent que la 
réaction inflammatoire systémique serait elle aussi différente selon l'âge gestationnel, 
laissant présumer que la réaction inflammatoire cérébrale pourrait elle aussi différer entre 
les nouveau-nés prématurés et ceux à terme (Levy, 2007). Cette différence importante entre 
la réalité clinique et les modèles expérimentaux utilisés remet en question leur validité et 
démontre la nécessité de développer de nouveaux modèles. 
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1.2.2. Modèles d'infection/inflammation prénatale 
L'association entre l'infection/inflammation durant la gestation, d'origine virale ou 
bactérienne, et l'altération du développement cérébral a été étudiée à l'aide de modèles 
animaux (Fatemi et al, 2002, Shi et al, 2003, Bell et al, 2004, Shi et al, 2005, Ashdown 
et al, 2006, Rousset et al, 2006, Fortier et al, 2007, Meyer et Feldon, 2010). L'effet sur le 
développement cérébral sera dépendant du type et de la durée de l'infection, mais surtout du 
stade de gestation durant lequel elle survient (Meyer et al, 2006a, Meyer et al, 2006b, 
Fortier et al, 2007, Patterson, 2009, Boksa, 2010). Ces caractéristiques vont influencer 
l'effet sur le devenir cérébral du nouveau-né et parmi les nombreux modèles utilisés, les 
impacts observés peuvent être très variés, majoritairement au niveau comportemental. Les 
différents modèles sont associés à un large spectre de pathologies neurodeveloppementales, 
telles que la paralysie cérébrale, l'autisme ainsi que la schizophrénie (Fatemi et al, 2002, 
Shi et al, 2003, Ashdown et al, 2006, Rousset et al, 2006, Fortier et al, 2007, Boksa, 
2010). Bien que l'association entre l'inflammation prénatale et les pathologies 
neuropsychiatriques (autisme et schizophrénie) soit de plus en plus reconnue, l'hypothèse 
d'une origine génétique est toujours importante, et il est probable que ce soit une 
combinaison de facteurs qui serait responsable de ces pathologies. Ce sont majoritairement 
les infections virales survenant tôt durant la gestation (c.-à-d. deuxième trimestre chez 
l'humain et aux alentours du jour 12 de gestation (G12) chez le rongeur) qui sont associées 
aux pathologies d'ordre psychiatrique. Du côté de la paralysie cérébrale, son étiologie est 
beaucoup plus détaillée et son association avec l'inflammation in utero, majoritairement les 
infections bactériennes survenant en fin de gestation, ne fait plus de doute (Yoon et al, 
1997, Nelson et al, 1998, Baud et al, 1999, Bracci et Buonocore, 2003, Nelson et al, 
2003, Yoon et al, 2003, Girard et al, 2009). 
Le facteur commun à ces différentes infections prénatales est l'inflammation qui est 
induite et, de façon prédominante, l'augmentation de l'expression de cytokines pro-
inflammatoires dans l'environnement utérin (Yoon et al, 1997, Nelson et al, 1998, Baud et 
al, 1999, Bracci et Buonocore, 2003, Nelson et al, 2003). Les cytokines les plus 
couramment associées aux pathologies neurodeveloppementales sont 1TL-Ip\ 1TL-6 et le 
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TNF-a. Bien que le lien causal entre l'expression de ces cytokines et la survenue de la 
pathologie soit toujours controversé, une étude récente a démontré l'importance des 
cytokines dans le développement de comportements typiques de la schizophrénie (Smith et 
al, 2007). Cependant, le mécanisme pathophysiologique par lequel les cytokines mènent à 
l'altération du développement cérébral fœtal est toujours inconnu. Plusieurs études 
démontrent l'absence de transfert du système maternel vers le fœtus de l'agent infectieux 
(Shi et al, 2005, Ashdown et al, 2006) ce qui impliquerait un effet indirect via la 
production de cytokines. Cependant, le passage maternofoetal des cytokines est encore 
controversé. Aucun passage d'IL-ip ou de TNF-a n'a été détecté lors de la perfusion ex 
vivo de placenta humain avec un transfert minimal d'IL-6 (Zaretsky et al, 2004, Aaltonen 
et al, 2005). Cependant, chez l'animal, il y a passage d'IL-6 radiomarquée de façon 
dépendante du stade de gestation (Dahlgren et al, 2006). De plus, l'utilisation de souris 
transgénique a permis de détecter le passage de TGFpi et d'IL-2 (Letterio et al, 1994, 
Wrenshall et al, 2007). Il est aussi possible que le placenta lui-même contribue à la 
production de cytokines ou que l'impact des médiateurs inflammatoires maternel sur le 
placenta entraîne une production de cytokines par le fœtus, hypothèse qui reste toutefois à 
confirmer. 
L'altération du développement cérébral induite par l'exposition in utero à 
l'inflammation est beaucoup plus subtile que les lésions cérébrales rencontrées à la suite de 
l'HI et leur impact fonctionnel est controversé (Toso et al, 2005, Roberson et al, 2006). 
Toutefois, certaines études ont démontré l'induction de déficits cognitifs à la suite de 
l'exposition prénatale à des agents inflammatoires selon le temps de gestation (Shi et al, 
2003, Fortier et al, 2007). 
1.2.3. Modèles combinés (infection/inflammation et HI) 
Tel qu'expliqué dans la section portant sur les dommages cérébraux chez le 
nouveau-né humain (voir section 1.1.3.2), la combinaison d'agressions inflammatoires 
survenant durant la gestation suivie d'HI, lors de l'accouchement ou tout de suite après la 
naissance, est souvent rencontrée en clinique humaine. Bien que ces deux types 
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d'agressions aient chacun des effets distincts, l'impact de leur combinaison peut être très 
différent compte tenu, entre autres, du délai entre l'exposition à l'infection et l'HI 
subséquente. Selon le délai choisi, la combinaison peut mener à un effet de 
préconditionnement, ou être synergique et entrainer une augmentation des dommages 
cérébraux (Barone et al, 1998, Pradillo et al, 2005, Rosenzweig et al, 2007, Lin et al, 
2009). Ce même phénomène a aussi été démontré dans la période périnatale via 
l'administration de lipopolysaccharide (LPS) systémique avant l'HI à P7 (Lin et al, 2009). 
Une seule étude a utilisé l'administration de LPS durant la gestation et a démontré la 
protection induite lorsqu'un épisode d'HI survient chez l'animal une fois adulte et non dans 
la période périnatale (P5), période durant laquelle l'effet est délétère (Wang et al, 2007). 
Ce phénomène de préconditionnement serait médié par l'expression de certaines cytokines 
ayant des effets anti-inflammatoires et/ou neurotrophique, tels que le TNF-a et l'IL-l Ra 
(Barone et al, 1998, Pradillo et al, 2005, Rosenzweig et al, 2007, Lin et al, 2009, Shin et 
al, 2009). La potentialisation des dommages cérébraux a aussi été démontrée lors de 
l'administration de LPS de façon systémique ou intracérébrale avant l'HI (Eklind et al, 
2001, Coumans et al, 2003, Ikeda et al, 2004, Eklind et al, 2005). Bien que ces modèles 
combinés aient permis une meilleure compréhension des mécanismes de potentialisation ou 
de protection contre les dommages, l'impact du statut du système immunitaire, autant 
maternel que fœtal, dans le contexte gestationnel diffère énormément et n'est que rarement 
pris en considération dans ce type de modèles. 
1.3. Mécanismes moléculaires impliqués 
L'utilisation des modèles expérimentaux détaillés précédemment a permis 
d'identifier plusieurs mécanismes moléculaires menant aux dommages cérébraux, entre 
autres à la suite de l'HI. Bien que les travaux présentés dans ce document portent 
majoritairement sur la cascade inflammatoire, particulièrement sur le système de l'IL-l, les 
autres mécanismes sont tout de même présentés brièvement et de façon non exhaustive 
dans cette section, pour démontrer la complexité et surtout l'interrelation entre les 
différentes voies induites. Tous ces différents mécanismes surviendront à des moments 
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différents et s'influenceront mutuellement (Figure 5). Ceci aura un impact important et 
devra être pris en considération lors du développement de nouvelles cibles thérapeutiques. 
a- Excitotoxicité : Ce mécanisme survient tôt (c.-à-d. dans les premières heures) (Figure 5) 
à la suite de l'atteinte primaire neuronale. L'augmentation de la concentration en glutamate 
extracellulaire survient des suites de l'atteinte neuronale aiguë menant à la relâche 
excessive du neurotransmetteur. De plus, il y a une diminution de la recapture par les 
astrocytes ainsi qu'un renversement du transporteur du glutamate, de façon secondaire à la 
diminution de la quantité d'adénosine triphosphate (ATP) disponible. La toxicité du 
glutamate peut être médiée de façon récepteur dépendante ou indépendante. L'activation 
excessive des récepteurs, majoritairement NMDA (récepteur pour l'acide n-methyl-d-
aspartic), AMPA (récepteur pour l'acide a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-
propionaté) et kainate, sera toxique pour les neurones et surtout pour les progéniteurs 
d'OLG. De plus, le glutamate entraîne une depletion en glutathion et ainsi augmente la 
susceptibilité aux radicaux libres. Le maintien de la balance du glutamate est d'autant plus 
important que les neurones immatures sont plus sensibles à son action neurotoxique. 
b- Métabolisme énergétique : La diminution de la quantité intracérébrale d'ATP va 
accentuer plusieurs autres mécanismes. Par exemple, l'ATP est nécessaire pour le 
transporteur du glutamate et sa diminution va entrainer une potentialisation de 
l'excitotoxicité. Cette diminution des niveaux d'ATP va aussi être, en grande partie, à 
l'origine de la dysfonction de nombreuses pompes ioniques et ainsi au déséquilibre de la 
concentration en ion et l'acidose tissulaire subséquente. De plus, ce phénomène entraînera 
une augmentation des niveaux de lactate dans le tissu cérébral. 
c- Stress oxydatif : Le cerveau en développement, particulièrement celui du prématuré, est 
très sensible à l'action des réactifs oxygénés. Cet effet est potentialisé par la grande quantité 
de fer présente durant le développement étant donné son importance pour la différenciation 
des OLG et la production de la myéline. Cette susceptibilité particulière du grand prématuré 
est d'autant plus importante puisque les défenses antioxydantes, et surtout les enzymes de 
detoxification (ex: catalase et glutathion peroxydase), sont immatures et en quantité 
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beaucoup moins importante. De plus, l'augmentation de la concentration extracellulaire en 
glutamate va dépléter le glutathion et ainsi diminuer les actions de detoxification des 
espèces réactives de l'oxygène. 
d- Balance ionique (Ca2+, K+) : Ce phénomène est associé à l'excitotoxicité du glutamate 
ainsi qu'à la diminution de la quantité d'ATP disponible. De plus, l'atteinte primaire 
neuronale va entraîner une dépolarisation membranaire et, de façon combinée avec les 
autres voies, entraîner une augmentation de la concentration en ions extracellulaires. Ceci 
va résulter en une acidification du milieu, à la formation d'œdème et à la mort cellulaire, ce 
qui va entraîner une boucle d'activation de plusieurs mécanismes, dont la relâche de 
glutamate, et ainsi favoriser l'amplification des dommages. 
e- Mort cellulaire : Les différents mécanismes présentés précédemment vont tous 
converger vers la mort cellulaire. Plusieurs études démontrent que les voies menant à la 
mort cellulaire chez l'animal immature seraient différentes de celles rencontrées chez 
l'animal mature et pourraient être en partie responsables de la susceptibilité accrue des 
nouveau-nés. Les niveaux de base de la caspase-3 inactive seraient plus élevés chez 
l'animal immature et diminueraient avec la maturation cérébrale (Hu et al, 2000). Plusieurs 
autres constituants de la cascade apoptotique seraient aussi régulés par le développement 
(Zhu et al, 2005, Wang et al, 2009). L'induction de la mort cellulaire va être responsable 
de l'amplification des différents mécanismes exposés précédemment et va aussi entraîner 
une activation des mécanismes inflammatoires. 
f- Inflammation : L'association entre la présence de phénomènes inflammatoires et le 
développement de dommages cérébraux périnataux est maintenant bien connue, cependant 
le lien causal est encore controversé. L'augmentation de l'expression de cytokines pro-
inflammatoires, entre autres l'IL-l p et le TNF-a, semble être l'un des mécanismes 
inflammatoires les plus importants dans les dommages cérébraux périnataux (Girard et al, 
2009). L'implication des cytokines pro-inflammatoires dans la genèse de lésions cérébrales 
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Figure 5. Schéma des mécanismes cellulaires induits par les agressions cérébrales, 
particulièrement l'HI. Les mécanismes primaires induits soient le stress oxydatif et 
l'excitotoxicité lesquels vont débuter très rapidement lors de l'atteinte cérébrale et vont 
entraîner la mort cellulaire. Par la suite, les phénomènes inflammatoires vont être activés et 
se poursuivre sur plusieurs jours, étant impliqués dans l'évolution de la lésion et activant, de 
façon plus tardive, les mécanismes de réparation. (Provenant de Ferriero, 2004) 
1.4. Cytokines 
L'association entre l'expression accrue de cytokines pro-inflammatoires et la 
survenue de dommages cérébraux périnataux est de plus en plus reconnue. De nombreuses 
évidences, que ce soit chez l'humain ou modèle expérimental, démontrent une association 
entre les deux (voir section précédente). Cependant la provenance ainsi que le rôle de ces 
cytokines restent toujours controversés. 
Dans l'environnement périnatal, et surtout dans le contexte des lésions cérébrales, 
les cytokines peuvent avoir plusieurs sources. La production intracérébrale est la mieux 
connue et l'expression de cytokines pro- infl am ma to ires a été démontrée dans plusieurs 
modèles de dommages cérébraux chez l'animal adulte (voir Allan et Rothwell, 2001, 
Gossehn et Rivest, 2007, pour revue) ainsi que chez l'animal immature (Szaflarski et al, 
1995. Bona et al, 1999. Eklind et ul. 2001, Cai et al, 2003, Girard et al, 2009) Fn plu* 
de la production mtracétébralc, la contribution du système immunitaiic systémique est de 
plus en plus étudiée. Une étude récente démontre que la réponse systémique précède celle 
intracérébrale à la suite d'une ischémie focale chez l'animal adulte (Chapman et al, 2009) 
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Le recrutement de cellules immunes serait aussi un joueur important dans l'évolution des 
dommages cérébraux (Anthony et al, 1997, Hudome et al, 1997, Bona et al, 1999, 
Campbell et al, 2003). Cependant, il existe de nombreuses différences quant à la réactivité 
entre autres des neutrophiles chez le nouveau-né en comparaison à l'adulte (Anderson et al, 
1990, Levy, 2007, Yost et al, 2009). Bien que la composante systémique néonatale soit un 
joueur important, la composante inflammatoire maternelle a, quant à elle, un rôle majeur 
dans l'initiation de la cascade. Cette particularité des infections prénatales est souvent 
oubliée, et ce, bien que présente dans une grande proportion des cas de dommages 
cérébraux périnataux (voir section 1.1.3.2 et 1.2.2 pour détails). Bien que la réaction 
inflammatoire soit différente durant la gestation (Aguilar-Vallès et al, 2007, Mor, 2008) il 
y a tout de même production de cytokines pro-inflammatoires ayant par la suite un impact 
sur le fœtus (voir détails dans la section 1.2.2. sur la contribution maternelle et le transfert 
maternofœtal des cytokines). 
Parmi les nombreuses cytokines associées aux dommages cérébraux périnataux, ce 
sont l'IL-6, le TNF-a et l'IL-l p qui sont les plus couramment rapportés pour avoir un rôle 
autant dans l'infection/inflammation in utero que dans l'HI. Ces trois cytokines seront 
étudiées plus en détail dans la section suivante, démontrant leurs rôles potentiels dans la 
genèse des lésions cérébrales périnatales avec un accent particulier sur le système de l'IL-l. 
1.4.1. IL-6 
Le rôle de l'IL-6 dans la progression des dommages cérébraux est encore 
controversé (Suzuki et al, 2009). Les niveaux d'expression de l'IL-6 corrèlent avec le degré 
de sévérité de plusieurs pathologies, par exemple, les niveaux détectés dans le liquide 
céphalo-rachidien sont reliés à la sévérité des dommages à la suite d'un accident vasculaire 
cérébral (AVC) (Sâvman et al, 1998, Smith et al, 2004, Viscardi et al, 2004). Il est 
cependant toujours inconnu si l'IL-6 est seulement associé ou impliqué, de façon directe, 
dans le développement des dommages. Son orientation pro vs anti-inflammatoire est 
discutée. L'IL-6 a un rôle majeur dans le développement cérébral et son blocage dans un 
modèle expérimental adulte de dommages cérébraux est délétère (Loddick et al, 1998). 
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Son rôle semble majeur dans le développement de désordres psychiatriques dans un modèle 
d'infection virale gestationnelle (Smith et al, 2007) et son blocage chez l'animal immature 
semble bénéfique (Pang et al, 2006). Cependant, l'expression de l'IL-6 n'est que très peu 
associée aux lésions cérébrales chez le nouveau-né humain (Kadhim et al, 2001). De façon 
plus globale, la famille de l'IL-6 est constituée de plusieurs membres (IL-11, leukemia 
inhibitory factor (LIF), ciliary neurotrophic factor (CNTF), oncostatin-M et cardiotrophin-
1). Ces différents membres médient leurs actions chacun via leur récepteur respectif 
composé d'une sous-unité spécifique ainsi que de la chaîne gpl30 qui leur est commune et 
qui est responsable de la signalisation extracellulaire (Deverman and Patterson, 2009, 
Suzuki et al, 2009). Leur rôle est majeur dans le développement cérébral et régule la 
différenciation des progéniteurs cellulaires (Deverman and Patterson, 2009). Le rôle de 
l'IL-6 dans les dommages cérébraux périnataux reste toujours controversé, et son effet net 
va dépendre de la régulation spatiotemporelle de son expression. 
1.4.2. TNF-a 
Le TNF-a a souvent été associé aux dommages cérébraux chez le rongeur adulte et 
nouveau-né et est associé à plusieurs pathologies du système nerveux central telles que 
l'Alzheimer, le parkinson et la démyelination (Selmaj et Raine, 1988, Probert et al, 1995, 
Yoon et al, 1997, Baud et al, 1999, Cai et al, 2000, Mogi et al, 2000, Kadhim et al, 
2001, Perry et al, 2001, Kadhim et al, 2006, McCoy et al, 2006). De plus, dans des 
lésions cérébrales chez le nouveau-né humain, le TNF-a a été détecté de façon majeure 
dans les zones lésées (Kadhim et al, 2001, Kadhim et al, 2006). Cependant, le rôle pro-
inflammatoire du TNF-a est encore controversé. Le TNF-a peut lier deux récepteurs 
menant à des actions très différentes. Le récepteur de type 1 (TNFR1, p55) mène 
majoritairement à l'activation de l'apoptose et promouvoit l'inflammation, tandis que le 
récepteur de type 2 (TNFR2, p75) active de façon prédominante les voies neurotrophiques 
ainsi que de survie cellulaire (Baud and Karin, 2001). L'effet résultant du système du TNF 
va dépendre de la balance entre l'expression des différents membres du système et ainsi de 
l'activation prédominante des voies de survie vs celles apoptotiques (Gosselin and Rivest, 
2007, Girard et al, 2009). De plus en plus d'évidences portent à croire que le TNF-a aurait 
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un rôle protecteur dans les dommages cérébraux (Arnett et al, 2001, Turrin and Rivest, 
2006) et qu'il serait impliqué dans les phénomènes de préconditionnement tel que discuté 
précédemment (Pradillo et al, 2005; et voir section 1.4.3.). De plus, nous avons démontré 
au laboratoire, à l'aide d'un modèle animal de dommages cérébraux à un stade de 
maturation cérébrale similaire au grand prématuré humain, l'absence d'induction de TNF-a 
malgré la présence de dommages cérébraux (Roy et al, 2009). 
1.4.3. Système de l'IL-l 
Le système de l'IL-l comprend deux agonistes, soit les deux isoformes IL-la et IL-
ip, qui vont lier les mêmes récepteurs et avoir des actions biologiques similaires. Ces deux 
agonistes sont synthétisés sous forme précurseur (pro) de 32 kDa. La pro-IL-la est active, 
mais peut aussi être clivée de façon enzymatique sous sa forme mature de 17kDa qui 
restera majoritairement intracellulaire et ne sera sécrétée que lorsqu'il y aura lyse cellulaire 
(Chen et al, 2007). La pro-IL-ip est, quant à elle, inactive et doit être clivée par la caspase-
1 (aussi appelée enzyme de conversion de l'IL-l) pour atteindre sa forme mature active qui 
sera ensuite sécrétée dans le milieu extracellulaire et pourra ainsi agir de façon autocrine ou 
paracrine. L'IL-l p est la forme prédominante et celle sur laquelle porteront majoritairement 
les travaux présentés dans le présent document. Le système contient aussi deux récepteurs 
(IL-1R1, IL-1R2) ainsi qu'une protéine accessoire du récepteur (IL-lRAcP) dont le 
recrutement est nécessaire pour la transduction du signal. Les deux récepteurs pourront lier 
l'IL-l P mais seul l'IL-l RI contient la portion intracellulaire nécessaire à la transduction du 
signal, TIL-1R2 étant un récepteur leurre permettant de neutraliser l'IL-l. La voie de 
signalisation prédominante qui sera activée par l'IL-l P est la voie de "nuclear factor K light 
chain enhancer of activated B cells" ( N F K B ) bien que la voie des "mitogen activated 
protein kinase" (MAPK) peut aussi être activée (Figure 6). Le système contient aussi un 
antagoniste endogène, l'antagoniste du récepteur de l'IL-l (IL-IRa). Quatre isoformes de 
l'IL-lRa sont connues dont trois sont intracellulaires (c.-à-d. icIL-lRal, 2 et 3) et dont la 
fonction est en grande partie inconnue, et une isoforme de 25 kDa qui est sécrétée (sIL-
lRa) et est la forme prédominante (Malyak et al, 1998, Palin et al, 2001). L'IL-lRa va 
compétitionner avec l'IL-l p pour la liaison aux récepteurs, ayant une affinité plus grande 
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pour l'IL-lRl que l'IL-lp. Lors de la liaison à l'IL-lRl, l'IL-lRa n'induira pas le 
recrutement de l'IL-lRAcP et ainsi n'entrainera pas de transduction de signal. Plusieurs 
autres membres ont été récemment découverts et la famille compte maintenant 11 ligands 
(appelés IL-lFl à 11) ainsi que de neuf récepteurs (IL-lRl à 9). Cependant, leurs fonctions 
ainsi que leur distribution intracérébrale sont en grande partie inconnues (Taylor et al, 
2002, Boutin et al, 2003, Andre et al, 2005, Wang et al, 2005, Sharma et al, 2008, 
Dinarello, 2009), sauf pour l'IL-l8 (IL-1F4) dont l'implication dans la production 
d'interféron (IFN)-y a été largement étudiée (voir Feldcrhoff-Muescr et al, 2005, pour une 
revue sur le sujet). 
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Figure 6. Interactions entre l'IL-ip et ces récepteurs. L'IL-lp peut lier l'IL-l RI et 
promouvoir le recrutement de l'IL-l RAcP et ainsi activer la voie de signalisation menant, 
entre autres, à l'activation de NFKB et de la voie des MAPK. L'IL-l p peut aussi lier l'ÏL-
1R2 (forme soluble, s IL-1R2. ou membranaire) ce qui n'induira pas de transduction du 
signal. Ainsi l'IL-l R2 pourra séquestrer l'IL-l P et permettre le contrôle du système de l'IL-
1 à l'aide d'autres mécanismes (voir texte pour détails) (Adapté de Dinarello, 2009) 
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Lors de la réaction inflammatoire, l'IL-l p est l'une des premières cytokines à être 
synthétisée et son action va déclencher une boucle d'amplification du signal inflammatoire, 
induisant sa propre production ainsi que la production de plusieurs autres médiateurs 
inflammatoires dont, entre autres, des cytokines pro-inflammatoires telles le TNF-a 
(Dinarello et al, 1987, Dinarello, 2009). L'IL-ip est aussi impliquée dans plusieurs 
fonctions physiologiques (via un effet sur le système nerveux central), telles que le contrôle 
de la température (c.-à-d. induction de la fièvre), la prise de nourriture (c.-à-d. effets 
anorexigènes) ainsi que la modulation des cycles de sommeil (Fang et al, 1998), dont la 
modulation sera souvent associée aux processus inflammatoires. Le système de l'IL-l 
comprend plusieurs mécanismes pour contrebalancer ces effets pro-inflammatoires et ainsi 
rétablir l'équilibre. L'IL-lRa est exprimé de façon presque parallèle à l'IL-l p et peut aussi 
être induit par l'agoniste lui-même. De plus, 1TL-1R2 de même que les formes solubles des 
récepteurs pourront séquestrer l'IL-l p et diminuer sa concentration dans le milieu 
extracellulaire (Colotta et al, 1994, Neumann et al, 2000). La liaison de l'IL-l p à son 
récepteur étant très efficace, un excès d'antagoniste sera nécessaire pour contrebalancer 
l'effet et mener à la résolution de l'inflammation. La nécessité de l'IL-l p d'être clivée pour 
être active permet aussi un autre niveau de contrôle du système puisqu'il devra y avoir la 
formation préalable de l'inflammasome permettant l'activation de la caspase-1 
(Trendelenburg, 2008, Netea et al, 2009). 
Au niveau cérébral, l'augmentation de l'expression d'IL-ip a été associée à plusieurs 
pathologies (ex: Alzheimer, parkinson, AVC, etc.) autant chez l'humain que chez l'animal 
adulte (Griffin et al, 1989, Griffin et al, 1995, Kostulas et al, 1999, Allan et al, 2005, 
Vroon et al, 2007). Chez le nouveau-né ainsi que l'animal immature, son association avec 
les dommages cérébraux est de plus en plus reconnue (Hagberg et al, 1996, Kadhim et al, 
2001, Kadhim et al, 2003, Cai et al, 2004). L'IL-ip ne semble pas directement toxique 
puisque son administration, de façon intracérébrale, n'entraîne pas de dommage à moins 
d'être combinée à une autre agression, par exemple l'excitotoxicité, menant à une 
amplification des dommages (Yamasaki et al, 1995, Lawrence et al, 1998, Allan et al, 
2000). Le système de l'IL-l a un rôle direct dans l'évolution des dommages, mais peut aussi 
agir de façon indirecte menant au recrutement de cellules immunes systémiques. L'IL-l p 
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induit l'expression de chimiokines (ex: cytokine-induced neutrophil chemoattractant, 
CINC-1) (Campbell et al, 2002, Ching et al, 2005), de "matrix metalloproteinase" (MMP) 
(Vecil et al, 2000, Thornton et al, 2008) et induit la perméabilisation de la barrière 
hémato-encéphalique (BHE) (Quagliarello et al, 1991, Shaftel et al, 2007), favorisant ainsi 
le recrutement de leucocytes (McColl et al, 2007) (Voir figure 6 pour un résumé des 
actions de l'IL-l p sur les cellules cérébrales). Le lien causal entre l'expression de l'IL-l p et 
les dommages cérébraux chez l'adulte a été démontré par l'utilisation de l'IL-l Ra qui 
diminue l'étendue des lésions lorsqu'administré de façon intracérébrale ou 
intracérébroventriculaire (Loddick et Rothwell, 1996, Lawrence et al, 1998, Mulcahy et 
al, 2003) ainsi que lorsqu'administré de façon systémique (Martin et al, 1994, Garcia et 
al, 1995, Relton et al, 1996). Chez l'animal immature, l'utilisation de l'IL-l Ra semble 
aussi bénéfique (Hagberg et al, 1996, Cai et al, 2003). De plus, l'utilisation de l'IL-l Ra 
pour le traitement des AVC chez l'adulte est actuellement en étude clinique (Emsley et al, 
2005, Emsley and Hopkins, 2008). Cependant, l'IL-lRa recombinant humain (rhIL-IRa) a 
une demi-vie plasmatique très courte (environ 6 min) nécessitant l'administration répétée. 
De plus, son haut poids moléculaire (c.-à-d. 17 kDa) et la présence de la BHE en restreint 
l'accès au parenchyme cérébral, bien que des études récentes démontrent son accumulation 
au site lésé lors d'AVC (Galea et al, 2010, Greenhalgh et al, 2010). 
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Figure 7. Schéma résumant les actions de l'IL-lp sur les différents types cellulaires 
pouvant être rencontrés au cerveau. Via la liaison à son récepteur, l'IL-l p va induire 
l'expression de plusieurs médiateurs inflammatoires ainsi que la production de son 
antagoniste (IL-IRa) et d'autres facteurs trophiques ou anti-inflammatoires, par les cellules 
rencontrées au cerveau. La balance entre tous ces médiateurs va mener à la mort ou la 
survie neuronale. (Provenant de Allan et al, 2005) 
Malgré tous ces effets bénéfiques chez l'adulte, l'utilisation de l'IL-lRa durant le 
développement reste controversée. L'IL-i joue un rôle important lors du développement 
cérébral ainsi que dans les processus de réparation à la suite de dommages via l'induction 
de facteurs de croissance (Giulian et al, 1988, Brcnneman et al, 1995. Mehler et Kessler, 
1998, Mason et al, 2001. Parish et al. 2002). De plus, la surexpression d'IL-IRa durant le 
développement cérébral peut affecter la ncurogénèsc ainsi que la mémoire (Lundkvist et al, 
1999, Opriea et al, 2004, Spulber et al, 2008, Spulber et al, 2009) et sa surexpression 
durant la gestation serait néfaste pour l'implantation de l'embryon (Simon et al, 1994). 
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1.5. Possibilités thérapeutiques 
Aucun traitement n'est pour l'instant disponible pour traiter les dommages 
cérébraux périnataux. Chez l'adulte, seulement quelques possibilités de traitements (à la 
suite d'un AVC) sont approuvées, mais ne peuvent être utilisées que dans certains cas (voir 
Chavez et al, 2009, Denes et al, 2009, pour revue). Dans la période périnatale, plusieurs 
possibilités, ciblant les différents mécanismes d'induction des dommages (voir section 1.3.), 
semblent avoir des effets bénéfiques lors de leur utilisation dans des modèles 
expérimentaux, mais ne sont toutefois pas bénéfiques lors des essais humains. Par exemple, 
l'utilisation du sulfate de magnésium (ciblant l'excitotoxicité via le blocage des récepteurs 
NMDA) semble bénéfique, mais seulement lorsqu'administré dans une fenêtre de temps 
précise (Groenendaal et al, 2002, Tiirkyilmaz et al, 2002, Crowther et al, 2003). 
L'utilisation d'antioxydants semble aussi avoir un potentiel protecteur lors de l'utilisation 
préclinique (Ferriero et al, 1996, van den Tweel et al, 2005), mais sans effet lors de 
l'utilisation chez l'humain (Benders et al, 2006). De plus, plusieurs autres possibilités 
testées chez l'animal n'ont pas de portée clinique, comme la depletion en neutrophile 
(Hudome et al, 1997, Palmer et al, 2004) ou le blocage de voie de signalisation tel NFKB 
(Nijboer et al, 2008, Nijboer et al, 2009), bien que ces techniques soient importantes pour 
une meilleure compréhension de la pathophysiologie. L'hypothermie semble être l'option la 
plus prometteuse, étant bénéfique chez le nouveau-né humain sans effet secondaire majeur 
(Edwards et al, 2010, Rutherford et al, 2010). L'hypothermie diminue de façon globale le 
métabolisme et ainsi semble affecter plusieurs des mécanismes cellulaires détaillés 
précédemment. Toutes ces options thérapeutiques ont été testées de façon postnatale et les 
possibilités de traitements prénatales ont été beaucoup moins étudiées puisqu'il est très 
difficile de diagnostiquer les infections/inflammations in utero. 
En résumé, dans l'optique de développer des possibilités thérapeutiques pouvant un 
jour être utilisé chez l'humain, il est nécessaire de développer et d'utiliser des modèles 
expérimentaux adaptés, de bien comprendre l'interrelation entre les différents mécanismes 
pathophysiologiques menant à la genèse des lésions cérébrales pour ensuite mieux 
sélectionner les cibles thérapeutiques. 
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Chapitre 2. Objectifs 
L'importance de l'inflammation dans les processus pathophysiologiques menant au 
développement de lésions cérébrales chez le nouveau-né ne fait maintenant plus de doute. 
Cependant, le lien causal entre les deux est toujours controversé et aucun traitement n'est 
pour l'instant disponible pour diminuer l'impact des agressions. Pour comprendre le rôle du 
système de l'IL-l dans la genèse des lésions cérébrales durant la période périnatale, nous 
avons : 
(1) caractérisé un modèle animal de dommages cérébraux périnataux et corrélé les 
dommages induits avec la pathologie humaine, 
(2) étudié l'implication du système de l'IL-l dans le développement des lésions cérébrales 
dans ce modèle animal, 
(3) testé le potentiel thérapeutique de l'IL-lRa comme agent neuroprotecteur, 
(4) corrélé les résultats obtenus à l'aide du modèle expérimental dans des tissus humains 
provenant de nouveau-nés atteints de lésions cérébrales. 
36 
Chapitre 3 : Article 1 
Developmental Motor Deficits induced by Combined Fetal Exposure to LPS and 
Early Neonatal Hypoxia/Ischemia: A Novel Animal Model for Cerebral Palsy in Very 
Premature Infants 
Sylvie Girard, Hazim Kadhim, Nicolas Beaudet, Philippe Sarret, Guillaume Sébire. 
Neuroscience, 2009, 158: 673-682. 
La conceptualisation de l'étude a été faite par l'étudiante, sous la supervision des Drs 
Sébire et Sarret ainsi que de M. Beaudet. La totalité des expérimentations présentées dans 
cet article ainsi que l'analyse des résultats, la production des figures et la rédaction et 




Un point majeur lors de l'utilisation de modèles animaux pour l'étude des dommages 
cérébraux périnataux, est l'adaptation des scénarios pathophysiologiques à la fenêtre de 
développement appropriée pour reproduire les dommages, tant au niveau 
neuropathologique que comportemental, corrélant avec la paralysie cérébrale observée chez 
l'humain. La majorité des modèles développés jusqu'à maintenant n'entraine pas de déficits 
moteur, caractéristique pourtant majeure de la paralysie cérébrale. À l'aide d'un nouveau 
paradigme expérimental combinant inflammation prénatale et HI tôt après la naissance, 
représentatif de ce qui est rencontré chez le nouveau-né grand prématuré, nous avons 
déterminé si ces agressions reproduisaient ce qui est observés dans le contexte humain. 
Nous avons démontré que l'exposition prénatale au lipopolysaccharide (LPS) ou à l'HI 
postnatale induit des altérations de la motricité forcée chez les animaux. Lors de la 
combinaison des agressions, LPS+HI, les déficits moteurs atteignent leur maximum et 
touchent non seulement la motricité forcée mais aussi celle spontanée. Les animaux 
exposés à la combinaison LPS+HI présentent aussi des dommages cérébraux dans les 
régions corticales et sous-corticales de façon bilatérale ainsi que dans les voies motrices du 
cortex frontal, de la substance blanche sous-jacente, du noyau lenticulaire et de la substance 
noire. Ces atteintes neuropathologiques et leurs déficits moteurs associés sont semblables à 
ce qui est observé chez le nouveau-né humain grand prématuré atteint de paralysie 
cérébrale. Ces observations valident la pertinence du présent modèle animal pour tester 




A critical issue in animal models of perinatal brain injury is to adapt the pertinent 
pathophysiological scenarios to their corresponding developmental window in order to 
induce neuropathological and behavioral characteristics reminiscent to perinatal CP. A 
major problem in most of these animal models designed up to now is that they do not 
present motor deficits characteristic of CP. Using a unique rat paradigm of prenatal 
inflammation combined to an early postnatal hypoxia-ischemia pertinent to the context of 
very early premature humans newborn, we were interested in finding out if such 
experimental conditions might reproduce both histological damages and behavioral deficits 
previously described in the human context. We showed that exposure to LPS or H/I 
induced behavioral alterations in animals subjected to forced motor activity. When both 
LPS and H/I aggressions were combined, the motor deficits reached their highest intensity 
and affected both spontaneous and forced motor activities. LPS+H/I exposed animals also 
showed extensive bilateral cortical and subcortical lesions of the motor networks affecting 
the frontal cortices and underlying white matters fascicles, lenticular nuclei and the 
substantia nigra. These neuropathological lesions and their associated motor behavioral 
deficits are reminiscent of those observed in very preterm human neonates affected by 
subsequent CP and validate the value of the present animal model to test new therapeutic 
strategies which might open horizons for perinatal neuroprotection. 




In developed countries, thanks to advances in perinatal care, nearly 90% of 
premature newborns survive. Many of these infants however develop perinatal brain 
damage leading to lifelong motor, cognitive and behavioral handicaps (Ferriero, 2004, 
Nelson and Chang, 2008). This plethora of neurological deficits is encountered in cerebral 
palsy (CP) (Kuban and Leviton, 1994). CP is a non-progressive condition characterized by 
a wide spectrum of motor deficits resulting from damages which mainly affect the 
supratentorial corticospinal tracts and the basal ganglia (Volpe, 2001, Yager, 2004). These 
damages to the developing brain could result of varying patterns of brain injuries depending 
on the developmental stage, such as periventricular leukomalacia and selective neuronal 
necrosis of the very preterm infant or parasagittal neocortical injuries in the term and near-
term infant (Yager, 2004). The incidence of CP remained stable for decades due to the lack 
of efficient therapeutic intervention that in turn reflected pathophysiological uncertainties. 
Perinatal hypoxia-ischemia (H/I) has been considered for a long time as the main - if not 
the only - mechanism causing perinatal brain damages (Nelson, 2003). However, despite all 
improvements in perinatal care essentially designed to protect against direct H/I afflictions, 
the incidence of perinatal CP did not decrease significantly (Winter et al., 2002, Wilson-
Costello et al., 2005, Nelson and Chang, 2008). This observation raised the need to look for 
other etiopathogenic factors explaining those neurological deficits. Evidence from 
epidemiological, clinical and experimental studies suggested that the fetal inflammatory 
response(s) triggered by maternal infections, like subclinical bacterial chorioamnionitis, 
contributes to perinatal brain damage (Bracci and Buonocore, 2003, Wu et al., 2003, 
Nelson and Chang, 2008). Infective-inflammatory mechanisms, alone or, most often, in 
combination with subsequent H/I, could thus underlie developmental brain injuries. 
Scientists therefore designed animal models to evaluate the effect of perinatal 
infection/inflammation combined with H/I (Eklind et al., 2001, Coumans et al., 2003, Ikeda 
et al., 2004, Wang et al., 2007). However, in most of these models, lipopolysaccharide 
endotoxins (LPS) and H/I combination was inflicted to postnatal day 7 (P7) rat pups which 
in term of brain development is equivalent to a late human preterm gestational age of 
around 32-34 weeks (Vannucci et al., 1999). 
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In order to broaden our understanding of the effects of such a double-hit insult 
particularly on the brain of very premature neonates in the context of early prematurity 
related CP, we designed an adapted animal model in which a chronological order of 
environmental aggressions (to which affected fetuses are exposed during the intrauterine 
and immediate perinatal periods) was applied (Larouche et al., 2005). In that model, we 
explored the effects of prenatal exposure to infections combined to perinatal asphyxia on 
the brain. Our experimental setting was designed so that CP-related aggressions, namely 
prenatal infection and perinatal H/I, were inflicted in our rat model at developmental stages 
corresponding to the neural maturation vulnerability time frame encountered in early 
preterm human newborns, namely 25-30 weeks of gestation (Sheldon et al., 1996). To date, 
however, the perinatal double-hit models, including ours, have only been used to 
characterize the inflammatory response induced within the brain and to demonstrate the 
synergistic detrimental effect of inflammation plus H/I on some anatomical structures of the 
immature CNS, mainly on neuronal cell death either within homogeneates of the whole 
brain, or in situ within the neocortex and hippocampus but not beyond (Eklind et al., 2001, 
Coumans et al., 2003, Yang et al., 2004, Larouche et al., 2005, Girard et al., 2008a, Girard 
et al., 2008b). On the other hand, a major limitation in most models designed to mimic the 
perinatal effects of sole infection or H/I is the lack of motor deficits reproducing those 
observed in humans. In sum, the precise neuropathological and behavioral impacts of 
combined perinatal infection/inflammation and H/I remain unsettled in animal models. 
Thus, the consequence of brain insults induced by combined LPS and H/I on motor 
behavior still requires to be evaluated. 
In this study, we focused our investigations on: (I) designing a relevant new model 
reproducing both anatomical and functional deficits seen in the extremely vulnerable early 
preterm human neonates; (II) characterizing the motor behavioral capacities in pups 
subjected to combined exposure to prenatal infection/inflammation and early neonatal H/I; 
(III) correlating any ensuing motor deficits/alterations to associated neuropathological 




Pregnant Lewis rats were obtained from Charles River Laboratories (Saint-Constant, Qc, 
Canada) at embryonic day (E) 15. They were allowed to acclimatize to our animal facility 
prior to experimental manipulations. Rats were reared at 20°C environmental temperature 
with a 12 h cycle and had access to food and water ad libitum. All handling of animals was 
in accordance with the Animal Care and Use Committee at the University of Sherbrooke, 
Canada. Animal treatment was conducted as previously described (Larouche et al., 2005, 
Girard et al., 2008a). Briefly, pregnant rats were injected intraperitoneally (ip) every 12h 
with either lipopolysaccharide (LPS) (n=10, 200 fig/kg diluted in 100 ul of pyrogen-free 
saline, from Escherichia coli, 0127:B8; Sigma, ON, Canada), or with saline solution (n=10, 
100 ul) from El7 until the end of gestation. Twenty-four hours after birth (PI), H/I was 
induced first by ligature of the right common carotid artery under isoflurane anesthesia 
followed by exposure to 8% O2/N2 mixture for 210 min, in an incubator maintained at 
36°C. Pups (n=106) were randomized to five experimental groups: (1) control (pups from 
pregnant rats injected ip every 12 h with saline) , (2) sham (surgical procedure without 
carotid ligature and 3.5 h in the chamber but without hypoxia) (3) H/I alone, (4) LPS and, 
(5) LPS+H/I. In each experimental session, the five experimental conditions were 
simultaneously conducted. After weaning (P28), animals of the same sex were housed 3-7 
per cages. 
Developmental and Behavioral assessment 
Pups were assessed each day from PI until the end of experimentation for weight gain and 
salient developmental milestones (e.g.: eye opening, ears unfolding, fur appearance). Motor 
capacities were evaluated in rat pups between 7 h and 10 h am as described below. 
Open field observations 
Spontaneous locomotor activities and exploratory behaviors were evaluated every fifth day 
from PI5 to P25 between 7 h and 10 h am. Rat pups were always placed facing the same 
direction, in the upper left corner of an open field testing apparatus, consisting in an 40 x 40 
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x 40 cm plexiglas enclosure. Rat displacements were all recorded for 5 min with a high 
quality digital camera placed directly over the apparatus. The testing began as soon as the 
animal was placed in the open field. The camera was attached to a computer running "Any-
Maze Video Tracking System™" (Stoelting Co, IL, US) program which tracked the animal 
and recorded its trajectory in the enclosure separated in 16 equal fictive squares. The 
following parameters were analyzed: total distance traveled during the test period, mean 
speed, mobile time, mobile episodes, line crossings and number of square visited. 
Rotarod test 
Motor balance and coordination were evaluated using a Rotarod (Stoelting Co, IL, US) 
every fifth day from P30 to P40. This temporal choice is based on our preliminary studies, 
which revealed that pups younger than P30 were not able to stay on the Rotarod. The rod 
has a diameter of 60 mm and is 75 mm in length. Rats were placed on a rod rotating at a 
speed of 4 rpm that was gradually increased to 40 rpm in 1 min. Each animal had six 
trials/day of testing with 2 min between each trial. The time spent by the animal on the 
Rotarod was measured (e.g. latency to fall). 
Histo-morphological studies of the brains 
Rat pups from the control (n=8) and combined LPS+H/I (n=10) groups were sacrificed by 
decapitation at P25 for histolomorphological analyses. The whole brain was quickly 
removed and fixed in a buffered solution of 4% paraformaldehyde containing 0.1% 
glutaraldehyde for 48h before being embedded in paraffin. Coronal sections were prepared 
from the forebrain and mesencephalon; transverse sections were taken from the cerebellum, 
brainstem and spinal cord. The following central nervous system regions, known for their 
implication in controlling motor activities were particularly studied, namely frontal motor 
cortex, striatum, thalamus, corticospinal tract at the levels of the subcortical white matter 
and internal capsule, substantia nigra, cerebellum and spinal cord. The sections (5um-thick) 
were mounted on silanized slides (VWR, ON, Canada). Classical staining techniques, 
namely hematoxylin-eosin (H&E), luxol fast blue and Nissl, were performed on adjacent 
sections. For the internal capsule, the lateral ventricles and the corpus callosum, 
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morphometric analyses were conducted using NIH Image analysis software (NIH image, 
http://rsbweb.nih.gov/nih-image/). 
Immunofluorescence (IF) and immunohistochemistry (IHC) 
Sections of 5 urn were deparaffinized in xylene and rehydrated through a graded série of 
ethanol solutions to water and Tris-Buffered Saline (TBS) at pH 7.6. Antigens were 
retrieved by pressurized heating for 5 min at 120°C in 10 mM citrate buffer at pH 6. For IF, 
sections were then incubated for 30 min at room temperature in permeabilization solution 
(Triton 0.2%, normal goat serum 5%, bovine serum albumin 2%, in TBS) before blocking 
the auto fluorescence by incubation in sodium borohydride 1% for 30 min at room 
temperature. After immersion in TBS, brain sections were incubated with the primary 
antibodies (Ab) for 2 h in a humidified chamber. Primary Abs included Abs against glial 
fibrillary acid protein to detect astrocytes (GFAP; 1:500, Chemicon, ON, Canada), tyrosine 
hydroxylase to identify dopaminergic neurons (TH; 1:100, Santa Cruz Biotechnology, CA, 
US), ionized calcium binding adapter molecule 1 to detect microglial cells (Iba-1; 1:500, 
Wako Chemicals, VA, US), proliferating cell nuclear antigen (PCNA; 1:500, Santa Cruz 
Biotechnology, CA, US) to measure cell survival, and myelin basic protein (MBP; 1:500, 
Chemicon, ON, Canada). After washing in TBS, sections were incubated with anti-mouse, 
anti-chicken or anti-rabbit alexa fluo-conjugated secondary Ab (1:500, Invitrogen, ON, 
Canada) for 45 min. All Ab dilutions were made in permeabilization solution. Slides were 
mounted using a DAPI-containg medium to label nuclei (Invitrogen, ON, Canada). An 
additional set of sections was treated similarly but without the primary Ab; these served as 
negative controls. IHC was performed as previously described (Girard et al., 2008a). For IF 
and IHC, counting of labeled cells was performed in triplicate in each of the areas 
examined using a high power lense (400X magnification for GFAP and Iba-1 or 200X for 
TH immunostaining). The mean value for the percentage of positive or negative cell from 
the three readings was tabulated and used for data analysis. 
Data analysis 
Data are presented as means ± standard error of the mean (SEM). Comparisons were 
performed using analysis of variance (ANOVA) with the Newman-Keuls post-test for 
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behavior comparison, or the unpaired t-test with Welch correction for weight and cell count 
analyses. The significance level was set at p< 0.05. 
Results 
Developmental milestones and growth characteristics in LPS- and/or H/I exposed pups. 
The repeated LPS administration from El7 to delivery did not result in apparent maternal 
morbidity. There was no neonatal mortality noticed in any experimental group. At PI, 
animals born from LPS exposed pregnant mothers (i.e. LPS and LPS+H/I groups) had 
significantly lower body weight than those issued from saline-treated pregnant mothers 
(Table). However, no weight differences were recorded after P3 between control (i.e. saline 
and sham-operated pups), H/I and LPS treated groups (Table). Also note that postnatal H/I 
did not modify the effect of LPS prenatal exposure on weight growth (data not shown). 
There was no difference between animals from the five experimental groups in the 
predicted time of acquisition of the following developmental hallmarks: eyes opening, ears 
unfolding and fur appearance. 
Table 1: Weight gain in pups from LPS or saline exposed mothers. 
Pups from saline Pups from LPS 
exposed mother exposed mother 









6.68 ± 0.074 
7.70 + 0.233 
8.66 + 0.275 
9.46 + 0.254 
11.83 + 0.191 
20.64 ± 0.229 
30.41 ±0.417 
40.23 + 0.598 
5.585 + 0.094*** 
6.70 + 0.161 ** 
8.20 + 0.271 
9.55 + 0.373 
10.75 + 0.487 
18.62 + 0.794 
28.80 + 0.837 
38.57+ 1.07 
Abbreviations: **p<0.01, ***p<0.001, versus respective control group 
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Impact of exposure to LPS and/or H/I on offspring's behaviors 
To evaluate the functional consequences of chronic exposition to LPS during development 
and neonatal H/I insult, rat pups were submitted at different postnatal periods to behavioral 
tasks assessing locomotor and exploratory activities as well as motor coordination. Young 
male and female offspring were first tested at PI5, P20 and P25 using the open field 
activity test (Fig. 1). Since there was no gender difference, data obtained from both genders 
were combined. Analysis of total rraveled distance revealed that animals exposed to both 
LPS+H/I had significantly less spontaneous locomotion activity in the open field in 
comparison to control rats (Fig. 1A, 7.234 ± 0.887 m vs 12.540 ± 0.497 m, p< 0.01). 
Although there was a trend towards decreased locomotion distance in H/I-exposed animals, 
both H/I (10.090 ± 0.645 m) or LPS-treated (12.24 ± 0.943 m) animals did not show any 
difference in respect to controls for locomotion distance. Additionally, as opposed to all the 
other experimental groups tested for which the highest ambulation was noted on the last 
day of testing (i.e. P25), there was no significant age-dependent change in this behavior for 
LPS+H/I-treated rats (data not shown), suggesting that combined perinatal infection and 
H/I induce brain damage leading to severe behavioral handicap. The open-field test was 
also used to further characterize exploratory activity and anxiety-like behavior by 
determining the number of line crossing (Fig. IB), time of immobility (Fig. 1C), and 
movement pattern (Fig. ID). Exploratory activity, measured by counting the number of line 
crossing events, showed no overall difference between LPS-treated rats and control animals 
(147.3 ±11.66 vs 160.4 ±11.28 respectively). However, H/I (107.6 ± 12.96) and LPS+H/I-
exposed (96.4 ± 14.59) rats showed significant aversion to cross the lines (Fig. IB). 
Accordingly, a statistically significant increase in time of immobility (Fig. 1C) was also 
seen in LPS+H/I (659.5 ± 16.88 sec, p<0.01) and H/I treated (683.2 ± 32.91 sec, p<0.01) 
animals when compared to control rats (580.0 ± 11.25 sec). Analysis of the trajectory at 
different developmental stages also revealed that LPS+H/I-treated rats spent most time next 
to the wall of the enclosure, where they were placed at the beginning of the experiment, and 
avoided the centre of the open field (Fig. ID). Therefore, the number of visited square was 
significantly less in combined LPS+H/I than in controls (21.6 ± 1.92 vs 32.3 ± 1.61, 
respectively; p<0.001) as well as compared to LPS (33.21 ± 1.45, p<0.001) or H/I exposure 
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(27.4 ± 2.16, p<0.05) alone. Fear and emotionality in the LPS+H/I experimental group, 
resulting in vocalization during the first minutes of the open-field test, were also observed. 
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Figure 1. Analysis of spontaneous locomotor and exploratory activity using the open 
field test. The open field test was used to analyze the pup spontaneous locomotor and 
exploratory activities at PI5, P20 and P25. When all three times were combined, LPS+H/I 
exposed animals showed a decrease in total distance travelled as compared to all other 
experimental conditions (A). The exploratory activity was further characterized with the 
analysis of the number of line crossing (B) and the time of immobility (C). Examples of 
control or LPS+H/I animals trajectory in the open field at PI5 and P25 (D). * = p<0.05, ** 
= p<0.01 
In a second set of experiments, the performance of rat pups on a rotarod was evaluated 
during different periods of the postnatal development (P30, P35 and P40). The rotarod was 
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used in the accelerod fashion (from 4 to 40 rpm within 1 min) to detect neurological deficits 
such as impaired motor function and coordination. Rats were place on the rotating rod and 
latency to fall was recorded for each rat. Six trials per day were given to rats and the mean 
was taken as a single value for each postnatal day. As shown in Fig. 2, animals exposed to 
LPS+H/I remained a shorter time period on the rotarod at all time points studied (14.79 ± 
0.905 sec, p<0.01 at P30; 17.87 ± 0.593, p<0.001 at P35 and 17.68 ± 0.532, p<0.001 at 
P40) when compared to the control rats (20.65 ± 1.410 sec at P30; 22.47 ± 1.024 at P35; 
23.79 ± 1.152 at P40). Treatment with LPS alone also significantly altered motor function 
during the postnatal days 30-40 (16.01 ± 1.148, p<0.05 at P30; 19.55 ± 0.833, p<0.05 at 
P35 and 17.11 ± 0.532, p<0.001 at P40). Similar performance reductions were observed 
with the H/I experimental group (17.11 ± 0.998, p<0.001 at P35 and 19.80 ± 1.232, p<0.01 
at P40) but to a lesser extent at P30 (17.84 ± 1.290, Fig. 2A). Taken together, LPS+H/I 
animals presented the most significant and sustained motor deficits and behavioral 
affliction over time and for all parameters examined in open field and rotarod tasks in 
comparison to all other experimental conditions. 
P30 P35 P40 
Figure 2. Behavior of the rats in the rotarod task. Differences in mean motor 
performance between all experimental groups were determined at P30 (A), P35 (B) and P40 
(C). Pups exposed to LPS and/or H/I showed a decrease in their latency to fall of the rod as 
compared to control animals. * = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001 
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Histopathological and morphometric studies of brain damages induced by exposure to 
combined LPS+H/I 
To determine whether these motor impairments were correlated to brain damages, we then 
examined if histomorphological alterations occurred after combined LPS and H/I 
treatments. In rats that were perinatally exposed to LPS+H/I, there were cerebral lesions 
whose pattern and extensions were relatively homogeneous. Thus, microscopic 
examination of sections from the entire CNS using histochemical staining, namely H&E, 
luxol fast blue, and Nissl disclosed that at P25, pups presented lesions located specifically 
within the forebrain and the mesencephalic regions, with no apparent modification of the 
lower brainstem, cerebellum, or spinal cord (data not shown). No areas of large infarcts 
were observed in affected regions. It is noteworthy that affected areas were seen on both 
sides of the brain in the LPS+H/I group. However, we noted that lesions within cerebral 
hemispheres, or in diencephalic and mesencephalic structures were more pronounced 
ipsilaterally than contralaterally to the common carotid ligature (Fig. 3). A significant 
unilateral enlargement of the right lateral ventricle, reflecting such asymmetrical 
involvement was specifically observed adjacent to the lesions affecting the caudate 
putamen, ventral subiculum, cerebral cortex, and internal capsule (Fig. 3A and B). In 
accordance with previous observations (Larouche et al., 2005), foci of neuronal necrosis 
were apparent in the caudate putamen and frontal cortex, mainly in laminar distribution 
close to the white matter, or in vertical columns (Fig. 3C and E). 
Morphometric measurements showed a decrease in the volume of the corpus callosum 
(78.15 ± 3.09 vs 87.47 ± 2.06 mm2, p<0.05, Fig. 4A and B) and of the internal capsules 
ipsi- and contralateral to the common carotid ligature in LPS+H/I animals as compared to 
control animals (52.29 ± 0.69 vs 63.10 ± 0.84 mm2, both ipsi and contralateral side 
combined, p<0.001, Fig. 4C and D). Cavitary lesions were occasionally observed in the 
external capsule ipsilateral to the carotid ligature in LPS+H/I animals (Fig. 4E and F). 
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Figure 3. Histological analysis of LPS+H/I-exposed brafn. The coronal brain section 
showed an enlarged right lalcial \entricle, ipsilateral to ischemia (A) Quantitative analyses 
ol the lateral ventiiculai siufacc in both hemispheres (B) Aieas of pyknotic neuions 
fairows) weic seen bilatctall> m the caudate putamen (( . D, H&F staining) and in the 
deeper layers of all lobes of the neocortex with a laminar pattern and a multifocal 
distribution (E, T, Nissl stammg) Pyknotic nouions are also shown at higher magnification 
in the caudate putamen (G, H&E staining) and in the deepet layer of the neocortex (H, 
Nissl stammg) Scale bars A ] mm, C to b, 75 urn G and II. 25 mm 
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Cetrféroi LPS+H/I 
Figmnre 4, M'istofogoeal analysis off braimi. exposée to LPS+H7I as compared to cornerai 
LPS+H/f exposed brains presented a decrease of the thickness of the corpus callosum (cc) 
(A, B) and of the internal capsules (ic) (C, D) (see also morphometric data in the result 
section). Luxol fast blue staining also showed a discolorated aspect of the ventral internal 
capsules of animals exposed to LPS+HI as compared to control (arrow in D). Occasionally, 
cavitary lesions were present in the white matter at the level of the external capsule (ec) (E, 
F, luxol fast blue staining). * = enlarged right lateral ventricle, ** = cavitary lesion in the 
right external capsule. Scale bars: A and B, I mm; C and D, 500 urn; E and F, 250 iim. * :: 
p<0.05, **=p<0.01. 
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Immunocytochemical detection of astrocytes, microglia and dopaminergic neurons in 
developing brain following LPS+H/I 
A significant astrogliosis was detected in the corpus callosum and, bilaterally in the 
cingulum of brains exposed to LPS+H/I as compared to control (Fig. 5A, B and E). 
LPS+H/I induced brain injury also led to a bilateral and symmetrical increase in GFAP 
positive cells in the CA3 area of the hippocampus (p<0.001) as compared to controls. A 
significant increase in the number of microglial cells detected by immunoreactivity for Iba-
1 was observed in the corpus callosum and cingulum (on each side) of LPS+H/1 brains 
(Fig. 5C, D and F). This increase in the number of astrocytes and microglia was found to be 
associated to cell proliferation, as shown by the greater number of PCNA positive nuclei in 
the corpus callosum (25.77 ± 2.81% vs 10.49 ± 1.54%, p<0.001) and the cingulum (20.74 ± 
1.08% vs 10.73 ± 0.49%, p<0.001) of LPS+H/I exposed brains as compared to controls 
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Figure 5. Percentage ©f 
astrocytes and microglial cells 
in the white matter after 
exposure to LPS+H/1 as 
compared to control. 
Astrogliosis (A, B) and 
microgliosis (C, D) were 
observed in some regions of the 
white matter of both cerebral 
hemispheres of animals exposed 
to LPS+HI. There was an 
increase in the number of cells 
labeled for GFAP in die 
LPS-tH/I corpus callosum and 
cingulum as compared to 
control condition (E). LPS+H/I-
exposed brains also showed an 
increase in the number of Iba-1-
positive cells in the same 
regions as compared to control 
(F). Scale bars: 50 urn. *** -
p<0.001 
The proliferating nuclei were mainly those of astrocytes or microglial cells as shown by the 
significantly enhanced number of cells co-expressing lba-1/PCNA (Fig. 6A. B and E) and 
GFAP/PCNA (Fig. 6C, D and E) in LPS+H/Ï condition as compared to control. The density 
of astrocytes and microglia was similar in caudatc/putamen or internal capsule of LPS+H/1 
animals as compared to controls (data not shown). 
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On the other hand, immunohistochemical staining revealed a significant loss of TH-positive 
neurons in the right (ipsilateral to the carotid ligature) substantia nigra, pars compacta of 
animals exposed to combined LPS and H/I as compared to the contralateral side or to 
control animals (Fig. 7). 




Fignre 7. Immunocytochemical analysis of 
dopaminergic neurons in the substantia 
nigra. The analysis showed a decrease in the 
number of cells immunoreactive for TH (A, 
B) in the hemisphere ipsilateral to the 
ligature in the LPS+H/I brains (C). There 
was also a decrease in the density of neurites 
in LPS+H/I (C) as compared to control (B). 





A growing body of evidence (Grether et al., 1996, Bracci and Buonocore, 2003, Wu et al., 
2003) suggests that the combination of infections and H/I are strongly involved in the 
development of human CP. A better understanding of the physiopathogenic mechanisms 
underlying CP development could be facilitated by developing animal models in which one 
can test the implication of various "aggressors" (and their confounding effects) likely 
involved in CP pathogenesis. This would also provide means to test and develop relevant 
therapeutic and preventive strategies, and could provide new insights for neuroprotection. 
We developed, in our laboratory, an animal model with cerebral lesions reminiscent of 
those observed in human perinatal brain damages associated to CP (results; this study, 
(Larouche et al., 2005)). We already showed that rat pups exposed to the combined effects 
of prenatal infection (LPS) and early neonatal H/I developed the most robust brain lesions 
and that the impact of this temporal combination of aggressors was significantly more 
important than when either of the insults were applied separately (Larouche et al., 2005). In 
this study, we further showed that pups exposed to combined prenatal infection with early 
neonatal H/I presented motor and behavioral deficits that were also significantly more 
severe than in pups exposed to infection or to H/I alone. In addition, our study interestingly 
revealed that the neuropathological correlates of those combined "LPS and H/I"-induced 
motor and behavioral deficits comprised CNS alterations that were predominantly 
noticeable in forebrain' motor networks whether neuronal (both cortical and subcortical), or 
within neuritic fascicles within the subcortical white matter structures. This topography is 
reminiscent of the characteristic supratentorial pattern of damages observable in human 
neonates within the context of very small prematures. These affected forebrain areas, 
mostly implicated in the control and regulation of motor and behavioral capacities, included 
neocortical (frontal) neurons, the lenticular nuclei, and the supratentorial white matter, 
including the internal and external capsules and the corpus callosum. In addition, we 
observed lesions in the substantia nigra pars compacta, that is involved in the control of 
voluntary movements and posture. 
There have been a few trials on animal models to test the effects of LPS or H/I on motor 
capacities. While most of these studies reported alterations, they were however, not 
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reminiscent of the motor deficits observed in human CP. Behavioral anomalies have been 
reported in the context of pure post-natal H/I inflicted at P7 and were mainly characterized 
by increased locomotor activities or cognitive deficits, such as decreased attention, memory 
impairment and anxiety. These were assumingly linked to the reported unilateral lesions 
observed in the hippocampus, the frontal cortex and the white matter (Liu et al., 2001, 
McQuillen and Ferriero, 2004, Fan et al., 2005, Lubies et al., 2005). Other studies on 
animal models subjected to pure post-natal hypoxia reported motor hyperactivity (Nyakas 
et al., 1996, Dell'Anna et al., 1997) contrasting with the principal disabilities observed in 
human CP which are mainly characterized by focal or diffuse loss of motor capacities 
associated to reduced movements. On the other hand, ante- or post-natal exposure to LPS 
alone did not induce any significant motor impairment when assessed by open field and 
rotarod tests (Bell and Hallenbeck, 2002, Poggi et al., 2005, Toso et al., 2005, Roberson et 
al., 2006). In another rat model, dysmyelination induced by immediate post-natal exposure 
to LPS paradoxically increased the performances in motor tasks, such as rotarod and beam 
walking tests, as compared to controls (Poggi et al., 2005, Roberson et al., 2006). The 
differences in the experimental designs we introduced, as compared to previous 
investigators, are namely the specific timing we used and the manner of inducing 
inflammation (by applying systemic administration over the last three days of gestation) or 
H/I (immediately post-natal). This would conceivably account for the more comprehensive 
results we obtained - including slight motor limitations we observed in animals exposed to 
pure H/I or LPS - in our animal model of CP. 
Here, we show for the first time that the timely and combined exposures to LPS and H/I in 
our experimental model resulted in significant motor capacity losses and decreased 
spontaneous movements with altered motor coordination. Such deficits were not observed 
when these aggressors were applied at a different, particularly later, developmental stage. 
Thus, Ikeda et al reported that newborn rats exposed to LPS, at P7, followed by H/I 
suffered significant short- and long-term memory impairments and attention deficits 
contrasting with the lack of any behavioral anomaly in newborn rats exposed to sole H/I or 
LPS. Prenatal LPS (i.e., infections) thus seemingly sensitize the developing brain to the 
effects of an up-coming H/I event. Altogether, our results and others' observations suggest 
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the presence of specific developmental time-frames during which there might be increased 
vulnerability of developing neural cells to a particular aggressor(s) and to their confounding 
effects or their interactions. 
CP-related cerebral lesions in very small premature infants usually affect both cerebral 
hemispheres with characteristic selective neuronal necrosis mainly in the neocortex 
(typically laminar or columnar distribution of neuronal necrosis), hippocampus, deep nuclei 
(mainly the lenticular), with associated white matter damages. In vivo MRI explorations 
confirmed, in cohorts of very preterm infants significant volume reductions of the 
neocortex and lenticular nuclei (Inder et al., 2005, Srinivasan et al., 2007). Animal models 
involving neonatal H/I alone resulted in rather unilateral cerebral lesions restricted to the 
hemisphere ipsilateral to the carotid ligature (Sheldon et al., 1996). The contralateral 
cerebral hemisphere was even found spared enough to serve as an "uninjured control" 
(Towfighi et al., 1994). In contrast, our model combining LPS and H/I resulted in bilateral 
cerebral lesions much more close to the human context and seemingly implying that the 
timely temporal combination we contemplated in our model reproduced the 
physiopathological alterations reported in the developing perinatal human brain. On the 
other hand, impairments in the motor capacities we reported in this new model correlate 
well with the topographic involvement of affected cerebral structures. 
In conclusion, antenatal exposure of rat pups to LPS sensitizes the developing brain 
(particularly in small prematures) to the effects of an eventually up-coming H/I. This 
synergy results in a confounding effect with more severe bilateral cerebral gray and white 
matter damages remindful of the human context. These neuropathological alterations and 
their motor behavioral correlates provide robust endpoints, pertinent to the human context, 
for analyzing the efficiency of new neuroprotective strategies designed to reduce the 
neurocognitive burden of sequelaes encountered in human CP. 
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Chapitre 4 : Article 2 
Proinflammatory disequilibrium of the IL-lpVlL-lra ratio in an experimental model 
of perinatal brain damages induced by lipopolysaccharide and hypoxia-ischemia 
Sylvie Girard, Hazim Kadhim, Annie Larouche, Mélanie Roy, Fernand Gobeil, Guillaume 
Sébire 
Cytokine, 2008, 43(1): 54-62. 
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résultats, la production des figures et la rédaction et révision du manuscrit ont été réalisées 
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Résumé 
Les infections bactériennes et l'HI sont impliquées dans les dommages cérébraux 
périnataux chez l'humain menant au développement de la paralysie cérébrale. Nous avons 
développé un modèle animal présentant des dommages cérébraux similaires, par la 
combinaison de l'exposition à l'endotoxine bactérienne (lipopolysaccharide, LPS) prénatale 
et l'HI. L'IL-l p est un médiateur des dommages cérébraux et ces actions sont 
contrebalancées par son antagoniste naturel, l'IL-l Ra. Nous avons testé l'hypothèse que la 
balance entre agoniste et antagoniste du système de l'IL-l est dirigé vers l'inflammation 
dans les cerveaux périnataux exposés au LPS et/ou à l'HI. L'exposition aux agressions 
augmente l'expression intracérébrale d'IL-ip tant au niveau de l'acide ribonucléique 
messager (ARNm) que protéique, avec une augmentation maximale lors de la combinaison 
des deux agressions, soit LPS+HI. A l'inverse, l'expression d'IL-IRa est significativement 
diminuée par l'exposition au LPS, à l'HI ou à la combinaison des deux, avec un déséquilibre 
maximal lors de l'exposition à la combinaison LPS+HI. L'exposition au LPS et/ou à l'HI 
entraine une activation de la voie NFKB, voie de signalisation majeure activée par la liaison 
de l'IL-l p à son récepteur. Nous démontrons pour la première fois que, dans la période 
périnatale, l'exposition à des produits bactériens, à l'HI ou à la combinaison des deux, induit 
une diminution de l'expression de l'IL-l Ra de façon concomitante à une augmentation de 
l'IL-ip. Cette orientation pro-inflammatoire du système de l'IL-l pourrait être impliquée 
dans l'initiation des dommages cérébraux périnataux. 
61 
Abstract 
Bacterial infections and hypoxia/ischemia (H/I) are implicated in human neonatal 
brain damage leading to cerebral palsy (CP). We developed an animal model presenting 
similar perinatal brain damage by combining bacterial endotoxin and H/I insults. 
Interleukin (IL)-1(3 is a mediator of brain damage and its action(s) is counteracted by its 
cognate anti-inflammatory IL-1 receptor antagonist (IL-lra). We tested the hypothesis that 
the balance between agonist and antagonist in the IL-1 system is shifted towards 
inflammation in perinatal brains exposed to endotoxin and/or H/I. Lipopolysaccharide 
(LPS) and/or H/I enhanced both intracerebral IL-lb mRNA and protein levels, with a 
maximum increase observed with combined LPS and H/I insults. Conversely, IL-lra 
expression was significantly down-regulated by LPS, H/I, or both combined, with a 
maximum magnitude of imbalance between IL-lb and sIL-lra noticed with the double hit. 
The nuclear factor (NF)KB component of the signaling pathway activated by IL-l(3-binding 
to its receptor was activated following exposure to LPS and/or H/I. We show for the first 
time that, perinatally, bacterial products, H/I, or both combined, induce down-regulation in 
sIL-lra expression concomitant with up-regulation in IL-lb. The resulting pro-
inflammatory orientation in the IL-1/IL-Ira balance might play a role in the initiation of 
perinatal brain damages. 
Keywords: perinatal brain lesions, cerebral palsy, cytokines, ischemia 
Abbreviations: GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; H/I, 
hypoxia/ischemia; IHC, immunohistochemistry; ic, intracellular; IKB, inhibitory KB; LPS, 
lipopolysaccharide; NFKB, nuclear factor KB; P, postnatal; r, receptor; s, secreted. 
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1. Introduction 
Perinatal H/I has been identified for a long time as contributing to perinatal brain damage 
and subsequent cerebral palsy (CP) [1]. H/I occurs either at the time of delivery (e.g. 
intrapartum asphyxia) or during the immediate post-natal period due to respiratory or 
cardiac dysfunctions. Contrary to the initial expectations with improvements in prevention 
of H/I the prevalence of CP has not decreased [1,2]. Several studies highlighted the 
implication of the immune response in the central nervous system (CNS) and demonstrated 
its key role as effector of brain injuries [3]. Evidence from epidemiological, clinical and 
experimental studies suggested that the inflammatory response, including cytokines such as 
IL-1, triggered by maternal infections might contribute to perinatal brain damage [2-7]. The 
IL-1 family includes two agonists, IL-la and IL-lb, of which p is the predominant secreted 
isoform in rat and human. The main signaling pathway induced by the binding of IL-ip 
onto IL-1 receptor type 1 (IL-lrl) leads to NFKB activation which will in turn increase 
inflammation [6,8]. IL-1B actions can be antagonized by the naturally occurring IL-lr 
antagonist (IL-lra) whose affinity for the signal transducing receptor (IL-lrl) is similar to 
that of IL-ip. IL-lr2 is a decoy receptor. There are four isoforms of IL-lra characterized in 
human at the molecular level: the functionally predominant form is secreted (sIL-lra), 
whereas the three others are intracellular (icIL-lra); no biological activity has been 
associated with icIL-lra yet. The activity of the IL-1 system depends on the balance 
between agonist/antagonist ligands. Experimental studies showed that IL-ip could be 
produced within the brain by astrocytes and microglia, especially in response to bacterial 
products, and might be toxic to neural cells [6,9]. 
The compounding effect of LPS in aggravating brain damage in H/I animals has been 
reported in models of infections induced postnatally [10,11]. However, there had been no 
animal model reproducing the likely sequence of events taking place in most human 
newborns within the context of perinatal brain lesions, namely prenatal intra-uterine 
infection followed by immediately post-natal H/I. We developed such an experimental 
model in rats reproducing the pathophysiological sequence outlined above [12]. Using this 
model, we showed that the extent of injury in the brains of rats exposed to postnatal H/I 
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was significantly increased by antenatal exposure to LPS [12]. This animal model thus 
provides a precious experimental means particularly designed for conducting explorations 
into the role of the immune-inflammatory system in the pathogenesis of perinatal brain 
damage. On the other hand, prenatal exposure of CNS cells to LPS was found to trigger IL-
lb expression [13-16]. Other experimental studies showed that IL-lb was induced within 
the neonatal brain at post-natal day 7 (P7) upon exposure to H/I alone [17-21]. The 
combined effect of LPS and H/I on IL-lb brain synthesis has not been investigated yet. 
We aimed to assess whether the balance between the pro- and the anti-inflammatory 
components of the IL-1 network was altered in brains subjected to antenatal bacterial 
endotoxin exposure, to immediate post-natal H/I, or both aggressions. Beyond the induction 
of IL-lb, we were interested in finding out whether IL-ip and IL-lra productions were 
regulated differently, and whether the balance between these natural agonists and 
antagonists of the IL-lr influenced the expression of a key component of the IL-16 
signaling pathway, namely NFKB. 
2. Methods 
2.1 Animals: Animal treatments were conducted as previously described [12]. Briefly, 
Lewis gestational rats were injected intraperitoneally every 12h with either LPS (n=26, 200 
Hg/kg diluted in 100 ul of pyrogen-free saline, from Escherichia coli, 0127:B8; Sigma, ON, 
Canada), or with a saline solution (n=18, lOOul) from embryonic day (E)17 until the end of 
gestation. Twenty-four hours after birth (PI), pups were exposed to H/I induced by ligation 
of the right common carotid artery followed by exposure to 8% O2/N2 mixture for 210 min. 
The pups (n=149) were randomized to five groups: (1) control, (2) LPS, (3) H/I, (4) 
LPS+H/I, (5) sham. Rat pups were killed by decapitation at different times (from 4 hours 
(h) to day (D)8) post-H/I (performed at 24h postnatal); rats from control, sham and LPS 
groups were sacrificed at exactly the same postnatal age (supplementary figure). The study 
was approved by our Animal Care and Use Committee. 
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E17 Birth P1 P9 
from 4h to D8 post-H/l 
H/I 
Saline or LPS (200ug/kg) 
in 100ul injected i p every 
12h 
Rats pups were sacrified by decapitation at different time post-
H/l Control, sham operated or LPS pups were sacrified at the 
same postnatal time as their littermates exposed to H/I 
Ischemia induce by right commun 
carotid artery ligation + hypoxia by 
exposure to 8% O2/N2 for 210 mm 
Supplementary Figure 1: Informations about the animal model 
2.2 RT-PCR: Total RNA from both brain hemispheres was extracted using TRIzol reagent 
(Invitrogen Gibco, ON, Canada), following manufacturer's instructions. RNA was 
quantified using standard spectrophotometry techniques. RNA (2ug) from each sample was 
incubated with 200ug/ml of random primers (Roche, Qc, Canada) for 5min at 70°C and 
then ImM of each dNTPs (Roche, Qc, Canada), 20U of RNase inhibitor (Roche, Qc, 
Canada) and 30U of reverse transcriptase AMV (Roche, Qc, Canada) were added and 
incubated at 42°C for 60min and 94°C for 5min in a Biometra thermocycler (Montreal 
Biotech, Qc, Canada). Specific cDNA were amplified in the presence of 0.4 mM of each 
dNTPs (Roche, Laval, Qc, Canada), 1U of Taq DNA polymerase (Roche, Qc, Canada) and 
ImM of each primer pairs (IDT Inc, IA). The sequences of the primer pairs were: IL-ip, F: 
5'-TTCTTTTCCTTCATCTTTGAAGAAG-3'; R: 5'-
TCCATCTTCTTCTTTGGGTATTGTT-3'; IL-lra, F: 5'-
TCTGCAGGGGACCTTACAGT-3'; R: 5'-GGTCTTCCTGGAAGTAGAAC-3'; IL-lrl, 
F: 5'-AGATGGAAGGACCTATGATG-3'; R: 5'-TGCAGCATCTGACGACAGGA-3'; 
IL-lr2, F: 5'-GGCAAGGAATACAACATCAC-3'; R: 5'-
TGGTTGTCAGTCGGTAGCTT-3 '; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH), F: 5'-CCAAAGTTGTCATGGATGAC-3'; R: 5'-
GTGAAGGTCGGTGTGAACGG-3'. The housekeeping gene GAPDH was used for 
normalization. The PCR reaction for IL-lp was started with denaturation at 96°C for 2min, 
followed by 33 cycles at 96°C for lmin, 54°C for 30sec, 72°C for 40sec and a final 
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extension at 72°C for 10min. The PCR reactions for IL-lra, IL-lrl and IL-lr2 were all 
started with denaruration at 94°C for 2min followed by: 29 cycles at 94°C for lmin, 60°C 
for 30sec, 72°C for 40sec, for IL-lra; 30 cycles at 94°C for lmin, 64°C for 30sec, 72°C for 
40sec, for IL-lrl; 31 cycles at 94°C for lmin, 61°C for 30sec, 72°C for 40sec, for IL-lr2, 
all with a final extension at 72°C for 10min. The PCR reaction for GAPDH was 2min at 
94°C, 25 cycles at 94°C for 40sec, 55°C for 40sec, 72°C for lmin and a final extension at 
72°C for 10min. The annealing temperature for each pairs of primers and the appropriate 
cycle number was chosen from the linear amplification phase to avoid the plateau phase. 
Negative technical control without cDNA was used for each set of reactions. PCR products 
were subjected to electrophoresis on a 2% ethidium bromide-containing agarose gel and 
photographed under UV light. A 50 base pair ladder (Promega, WI) was used. NIH image 
analysis software was used to quantify the amount of each cDNA product. For semi-
quantitative analysis of mRNA induction we used the ratio (%) between the expression of 
the gene of interest and the expression of GAPDH prior to performing the ratios with the 
control group. No significant difference was observed between sham operated and control 
animals; therefore, we only presented the control group as reference. 
2.3 Western blot: Proteins were extracted from both cerebral hemispheres and 
homogenized in a solution containing 50mM TRIS-HC1, 2.5mM EDTA, 150mM NaCl, 
0.02% sodium azide, 1% Triton, ImM NaF, ImM Na3V04 and a freshly added protease 
inhibitor cocktail (Roche, Qc, Canada), and then centrifuged at 13 OOOrpm for 30min at 
4°C. Protein concentration was determined using Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, ON, 
Canada). Denatured proteins (30ug) were subjected to electrophoresis on a 10% acrylamide 
gel, transferred onto a polyvinylidene difluoride 0.2um membrane (Bio-Rad, ON, Canada). 
Membranes were blocked in 8% milk in TRIS buffered saline containing 0.2% Tween-20 
(TBST) for 60min at 20°C, then incubated with primary antibodies (Ab) against rat IL-ip 
(1:500, Serotec, NC, US), IL-lra (1:500, Santa Cruz Biotechnology, CA), IL-lrl (1:500, 
Santa Cruz Biotechnology, CA), phosphorylated-lKBa (1:1000, Cell Signaling 
Technology, MA), IKBCX (1:500, Santa Cruz Biotechnology, CA) or p-actin (1:10 000, 
Sigma, ON, Canada) for 2h, washed in TBST, incubated with a horseradish peroxidase 
(HRP)-conjugated Ab (1:10 000) (anti-rabbit (Serotec, NC, US) for IL-ip, IL-lra, IL-lrl 
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and p-lKBa detection and anti-mouse (Cell Signaling Technology, MA) for IKBO: and p-
actin detection) and revealed using chemiluminescence (Perkin Elmer, MA). 
Autoradiograms were analyzed by densitometry using NIH image software. Results were 
normalized to p-actin prior to performing the ratios with the control group. No significant 
difference was observed between sham operated and control animals; therefore, we only 
presented the control group as reference. 
2.4 Immunohistochemistry (IHC): Paraffin-embedded brains were cut coronally and 
5j*,m-thick sections were mounted on silanized slides (VWR, ON, Canada). Sections were 
de-paraffinized in xylene and rehydrated. Endogenous peroxydase activity was quenched 
by incubation for 10min in methanol containing H2O2, and antigens were retrieved by 
pressurized heating for 5min at 120°C in a lOmM citrate buffer at pH6. After immersion in 
TBS at pH7.6, consecutive brain sections were incubated for 2h with the primary Ab 
against rat IL-ip (1:50; Serotec, NC), IL-lra (1:50, Santa Cruz Biotechnology, CA), NFKB 
p65 (1:50, Santa Cruz Biotechnology, CA), glial fibrillary acidic protein (GFAP; 1:100, BD 
Biosciences, ON, Canada), or EDI (1:500; Invitrogen, ON, Canada). Sections were 
incubated for 45min with the appropriate HRP-conjugated Ab: anti-rabbit IgG (1:100, 
Serotec, NC) for IL-ip and IL-lra detection and anti-mouse, (1:100, Cell Signaling 
Technology, MA) for GFAP and EDI detection. Labeling was revealed by 
diaminobenzidene (DAB) (Roche, Qc, Canada). Counterstaining was performed with 
hematoxyline. An additional set of sections was treated similarly, but without the primary 
Ab, as a negative control. Counting of immune-labeled cells was performed in three fields 
per each of the areas examined, using 400X magnification. Brain areas examined included 
the frontal cortex, frontal white matter, substantia nigra and the striatum from both cerebral 
hemispheres; these areas were selected according to our previously published data about the 
location of brain lesions in our animal model [12]. Labeling was assessed using a 0-3 
scoring system: 0 (lack of signal), 1 (low intensity), 2 (moderate intensity), 3 (high 
intensity). 
2.5 Data analysis: Data are presented as means ± standard error of the mean (SEM). 
Comparisons were performed using analysis of variance (ANOVA) with the Student-
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Newman-Keuls post-test, and the unpaired t test Welch corrected. The significance level 
was set atp< 0.05. 
3. Results 
3.1 IL-ip mRNA, IL-lra mRNA, IL-lrl mRNA and IL-lr2 mRNA expressions within 
the brain: Rat pups exposed antenatally to LPS alone, or to LPS+H/I, expressed 
significantly increased IL-lb mRNA levels in the brain as compared to controls (p<0.01) 
(figure 1). In these experimental groups, the maximal expression of IL-lb mRNA in the 
brain was reached at 18h (2.2 fold increase versus control, p<0.01). IL-ip mRNA 
expression was also increased in rat pups subjected to H/I alone at 18h (1.8 fold increase 
versus control, p<0.05). In contrast, IL-lra mRNA levels are significantly decreased at 18h 
(p<0.05) in brains exposed to LPS and/or H/I, as compared to control group (figure 1). This 
IL-lra mRNA decrease persisted at 24h, only within brains exposed to LPS+H/I, as 
compared to LPS or H/I alone (p<0.06) or to control brains (p<0.04). 
4h 18h 24h 401 
4h IBh 24h 40h 4h iBh 24h 40h 
Figure 1: IL-ip and IL-lra mRNA in rat brains. IL-lb and IL-lra mRNA were 
visualized on ethidium bromide containing agarose gel (A). The results are also presented 
as a ratio between IL-ip or IL-lra and GAPDH mRNA. The histograms show the 
differences (*p<0.05, **p<0.01) between each experimental group and the control group, 
which was set at one (B). mRNA detection was performed in triplicate on three to six pups 
in each condition and at each time point. 
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Comparison between levels of IL-lb mRNA induced in our different experimental 
conditions showed a moderate upregulation after H/I alone, contrasting with a higher 
upregulation after LPS exposure and the highest and most sustained upregulation when 
both LPS+H/I had been combined (figure 1). Also whereas H/I alone had no effect at 4h, it 
effectively synergized with LPS at this early time point. No change was observed in IL-lrl 
mRNA expression at all time point studied. IL-lr2 mRNA levels were significantly 
decreased at 18h after exposure to LPS or H/I (figure 2). No significant difference was 
observed between sham operated and control animals for each mRNA studied (data not 
shown). 
4h 18h 24h 40h 
4h 18h 241) 401) 4h IBh 24 h 401) 
Figure 2: IL-lrl and IL-lr2 mRNA in rat brains. IL-lrl and IL-lr2 mRNA were 
visualized on ethidium bromide containing agarose gel (A). The results are also presented 
as a ratio between IL-lrl or IL-lr2 and GAPDH mRNA. The histograms show the 
differences (*p<0.05, **p<0.01) between each experimental group and the control group, 
which was set at one (B). mRNA detection was performed in triplicate on three to six pups 
in each condition and at each time point. 
3.2 Expression of IL-ip and IL-lrl proteins: At 48h, IL-lb protein expression in the 
brain was increased after LPS or H/I exposure, or both combined, as compared to controls 
(p<0.01) (figure 3). Brain expression of IL-lb peaked at 48h in all groups that were 
subjected to the different experimental insults, with a similar level of expression in the LPS 
and the H/I groups. An overexpression of IL-lb was observed in brains subjected to the 
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combined effect of LPS+H/I as compared to LPS alone, or to H/I alone (p<0.01). IL-lrl 
expression was not altered by exposure to the aggressions (figure 3). No significant 
difference was detected between sham operated and control animals in term of IL-1 p and 
IL-lrl expressions (data not shown). 
The differential pattern of expression of IL-1 p in response to our different experimental 
conditions was further supported by our IHC results which showed that the proportion of 
CNS cells immunoreactive for IL-ip in affected areas of the neocortex, hemispheric white 
matter and basal ganglia was higher at 48h after H/I, LPS or LPS+H/I as compared to 
control (pO.001) (table, figures 4 and 5). In the experimental conditions where IL-ip was 
overexpressed, this pattern of cytokine labeling was particularly noticeable in regions of the 
brains where the various experimental conditions in our original model [12] were found to 
cause tissue alterations characterized by hypereosinophilic cells, shrunken nuclei, and 
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Figure 3: IL-ljî, sIL-lra and IL-lrl in rat brain. Western blotting technique was 
performed and levels of expression in each experimental conditions were assessed (A). The 
results are also presented as a ratio between IL-ip, sIL-lra or IL-lrl and b-actin. The 
histograms show the pattern of expression in each experimental groups as compared to the 
control group, which was set at one (B) (*p<0.05, **p<0.01). Protein detection was 
performed in triplicate on three to nine pups, in each condition and at each time point. 
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Figure 4: IHC study of IL-lp and IL-lra in rat brains. Exposure to LPS, H/I or 
combined LPS+H/I induced lesions (as previously depicted) (12) IL-ip expression was 
significantly increased in the frontal white matter and the substantia mgia of rat brains 
exposed to H-'I (C. L), LPS (D. M) or LPS+H/I (E,N) as compared to control (B K) (see 
table) II -Ira expression was diffusely decreased m rat biams exposed to ILI (G. P), LPS 
(II. Q) or LPS+H 1 (L R) as compared to control (F, O) Negative contiol (A. F) referred to 
IHC experiments without the primary Ab Protein detection was performed m triplicate on 
two to four pups m each condition Magnification 400x 
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Table 1: Cells immunoreactive for IL-ip and IL-lra separated by a scoring system 
Control 
(mean (%) ± SEM) 
IL-ip IL-lra 
H/I 
(mean (%) ± SEM) 
IL-ip IL-lra 
LPS 
(mean (%) ± SEM) 
IL-lp IL-lra 
LPS+H/I 



























19.7 + 8.4 
2.4+1.9 
0.0 + 0.0 
86.9 + 5.0 
9.8 + 3.3 
3.3 + 1.9 
0.0 + 0.0 
100 + 0 
0.0 + 0.0 
0.0 ±0.0 
0.0 + 0.0 
100 + 0 
0.0 + 0.0 
0.0 + 0.0 
0.0 + 0.0 
3.3 + 0.8 
17.8 + 5.9 
24.2 + 4.0 
54.7 + 9.1 
6.7 + 0.6 
17.3 + 3.2 
28.2 + 5.0 
47.9 + 4.3 
11.9 + 5.1 
31.6+10.5 
25.3 + 2.7 
31.2+18.2 
7.6 + 7.6 
91.2 + 8.8 
1.2 + 1.2 
0.0 + 0.0 




12.4 + 2.6** 
50.9 + 3.6" 
3 3 . 8 + 1 . 1 " 
2.9 ± 0.7 
5.8 + 3.7" 
29.2 + 6.8" 
42.1 ± 10.5** 
23.0 + 9.7 
0.0 ± 0 . 0 " 
100 ± 0 " 
0.0 + 0.0 
0.0 + 0.0 
30.9 + 3.7 
54.6 + 6.8** 
14.6 + 4.0 
0.0 ± 0 . 0 " 
58.3 ± 1 1 . 1 " 
37.7 ±10.2 
4.0 ±1.5* 
0.0 ± 0 . 0 " 
10.5+1.0 
63.4+17.8 
15.8 + 9.3 
12.4 + 7.8 
31.7 + 2.6" 
63.3 + 3.2" 
5.0 ±0.5 
0.0 + 0.0 
31.9 + 9.2 
46.7 + 3.7 
21.6 + 7.9 
3.5 + 3.3 
20.4 ± 6.6** 
46 .1+3 .4" 
33 .1+6.6" 
0.4 ± 0.4 
8 .6+1.9" 
30.5 + 4.0" 
40.6+1.4** 
20.2 ± 4.4 
21.8 + 
10.3" 
54.7 ± 5.9" 
20.9+1.8* 
2.6 + 2.6 
33.5 + 
12.1" 
35.5 + 4.2 
24.1 + 5.2 
6.9 + 4.0** 
59.7 ± 9.6** 
30.1+6.8 
10.2 + 7.5 
0.0 ±0.0** 
54.6 + 7.1* 
39.6 + 5.0 
5.8 + 2.1 





6.8 + 0.2 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
12.8 + 4.0 
37.0 + 4.5* 
50.2 ± 6.9" 
0.0 ± o.o" 
10.6 + 2.5 
30.2 + 3.3" 
59.2 + 4.2" 
6.3 ± 3.7" 
15.0 + 6.0 
30.5 + 3 .1" 
48.2 + 4 .5" 
6.9 ± 0 . 1 " 
26.9 + 1.8" 
56.7 ± 3.9** 
9.5 + 5.7 
75.7 + 2.7 
24.3 ± 2.7 
0.0 + 0.0 
0.0 + o . o " 
92.4 + 0.8" 
7.6 + 0.8 
0.0 + 0.0* 
0.0 ± o.o" 
78.5 + 2.8" 
21.5 + 2.8 
0.0 ± 0.0 
0.0 + 0.0 
92.6 + 7.5" 
7.5 + 7.5" 
0.0 + 0.0 
0.0 + 0.0 
Abbreviations: *p<0.05, **p<0.01, versus respective control group 
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Thus following LPS, H/I, or combined LPS+Il'I insults, the IL-lb immunostaming (fsguie 
4) was significantly highei in the fiontal cortex, fiontal white matter, striatum and 
substantia nigra as compaied to controls (tabic) CNS cells immunoreactive for IL-lp in the 
white matter were identified as mostly microglia and astrocytes based on both 
morphological aspect and lmmunostaining with GFAP and EDI (figute 5) peifotmed on 
adjacent sections Cells immunoreactive foi IL-lb in the gray matter were mamly identified 
as neurons 
Pallular markaro !« Uealne a lnnsnl fa I OQ^M/1 in aach rmlnn t.Rii i r rKflrs 111 gr ma exposeq w> L r a t m i in acn region 
Deap frontal cortical layer S underlying frontal white matter Substantia ngra 
Figure 5 IHC stud} of IL-lp, CJFAP and EDI in rat brains. IL-lp expression was 
significantly increased in tht frontal white matter and the substantia nigra ol tat brains 
exposed to H/I (C, H) I PS (D I) or LPS MIT (E J) as compared to control (B, G) (see 
table) Negative contiol (A, b) icfcrred to Hit experiments without the primary Ab Cells 
immunoreactive foi 11 -Ip m the white matter and substantia nigra were identified on 
adjacent sections as microglia and astrocytes based on immunostaming with GFAP (L N) 
and CD1 (K. M) Protein detection was performed in triplicate on two to four pups in each 
condition Magnification lOOOx 
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3.3 Expression of IL-lra protein: LPS, H/I, or both, induced a decrease of brain sIL-lra 
expression at 18h following the insults as compared to controls (pO.001) (figure 3). This 
decrease of sIL-lra was also supported by IHC experiments showing that the proportion of 
neural cells immunoreactive for IL-lra in the neocortex, hemispheric white matter and 
basal ganglia was lower at 48h after H/I, or LPS, or LPS+H/I than in controls (p<0.05) 
(table and figure 4). Rats exposed to LPS+H/I showed a downregulation of IL-lra (p<0.05) 
as compared to LPS, or H/I alone) in the frontal cortex and striatum (table). Comparison 
between the expressions of IL-ip and sIL-lra in the brains exposed to LPS, H/I, or both, 
disclosed that the levels of sIL-lra were lower at 18h and 48h, than levels of IL-ip in all 
the experimental conditions (p<0.05) (figure 6). The magnitude of this imbalance was 
increased in the brains of animals exposed to LPS+H/I as compared to the other conditions 
(p<0.05). CNS cells immunoreactive for IL-lra in the white matter were identified as 
mostly microglial cells and astrocytes based on both morphological aspect and 
immunostaining for GFAP and EDI (data not shown) performed on adjacent serial 
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Figure 6: Comparative expression 
of IL-lp and IL-lra in the 
neonatal rat brain exposed to H/I 
and/or LPS. The curves show the 
variations between each 
experimental group and the control 
group, which was set at one. IL-lra 
levels were significantly decreased 
after LPS, H/I or combined 
LPS+H/I exposures as compared to 
control. This was in sharp contrast 
with IL-lb levels which, inversely, 
were significantly increased as 
compared to control. The combined 
exposure to LPS+H/I induced the 
maximum dissociation between IL-
ip and IL-lra expressions as 
compared to H/I alone or LPS 
alone. 
3.4 Activation of N F K B : IKBO: phosphorylation was significantly increased at 18h in the 
brains exposed to H/I, LPS, or both, as compared to the control (figure 7); there was a 
concomitant decrease in total IKBCC in animals exposed to LPS or to combined LPS+H/I 
due to the expected degradation of IKBCC accompanying the activation of the N F K B 
pathway. To confirm the results obtained by western blot depicting activation of N F K B 
pathway, IHC experiments were performed to reveal in situ the ensuing nuclear 
translocalization of N F K B ; as anticipated, an increase of nuclear located N F K B subunit p65 
was observed at 18h in the brains exposed to H/I and LPS (figure 7). 
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Ctl H/l LPS LPS+H/1 
p-lkBa Total IkBa 
Figure 7: Phosphorylated-IxBa expression in neonatal rat brains. Western blotting 
technique was performed and levels of expression in each of the experimental conditions 
were assessed (A). The results are also presented using a ratio between phosphorylated-lKB 
or total IKBOC and p-actin. The histograms show the pattern of expression in each of the 
experimental groups as compared to the control group, which was set at one (B) (*p<0.05, 
**p<0.01). Parallel IHC experiments at 18h showed the nuclear translocation of NFKB 
subunits p65 (arrows) in damaged substantia nigra of the brains exposed to LPS+H/I (D) as 
compared to control brains (C). Detection was performed in triplicate on three to six pups 
in each condition at each time point. 
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4. Discussion 
Human neuropathological studies in infants with perinatal brain damage reported an 
overexpression of intracerebral pro-inflammatory cytokines, such as IL-lb [5,22]. These 
studies showed that cytokine levels in the brain were higher in infants with perinatal brain 
lesions in whom there was evidence of infection than in infants' brains with conditions 
attributed to sole H/I [5]. Epidemiological studies also suggested that children born with 
perinatal infections, and who had potentially asphyxiating complications were at a higher 
risk for brain damage than those with only one of these risk factors, or neither [2]. 
Furthermore, experimental studies using animal models showed that exposure to bacterial 
products, such as LPS, sensitize the immature brain to subsequent H/I [10-12]. 
In this study, we explored the involvement of key members of the IL-1 network under 
"pure" H/I, or sole endotoxic conditions and in the context of a "double insult" combining 
both endotoxin and H/I. This study is the first report on experiments characterizing the 
pattern of response involving these interrelated components of the innate immune response 
in the context of perinatal brain damage. Our results showed that perinatal exposure to LPS 
and/or H/I insults lead to increased intracerebral production of IL-1 p at both mRNA and 
protein levels. The maximal IL-lb expression was attained when both types of insults were 
combined. In addition, IL-ip expression was particularly prominent in areas where the 
impact of the perinatal brain suffering was most noticeable [12]. In contrast, IL-lra levels 
were concomitantly decreased without any change, at the mRNA and protein levels, in the 
expression of the IL-lrl which is responsible of the transduction of signal. In the same line 
the decreased IL-lr2 mRNA expressions we observed might contribute to reinforce the pro-
inflammatory effect of IL-lb. The Ab we used in our western blot experiments detected the 
secreted/glycosylated isoform of IL-lra (sIL-lra) presenting a signal located at 25 kDa 
which corresponds to the molecular weight of the glycosylated form of sIL-lra, as 
described in humans and rats. In contrast, the range of molecular weights of the three 
isoforms of icIL-lra is between 16-18 kDa, as shown in human and rat brains [23]. We did 
not detect icIL-lra in our western blot experiments, probably owing to their usually lower 
expressions than sIL-lra. Although sIL-lra is functionally predominant, a role for the ic 
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isoforms cannot be fully excluded. On the other hand, we showed an increase in 
phosphorylated-lKBa expression in brains subjected to LPS, H/I, or both. Since IL-ip 
signaling occurs mainly through the canonical NFkB pathway, our results strongly suggest 
that intracerebral IL-1 transduction pathway is activated under these circumstances and that 
icIL-lra did not interfere in this transduction pathway. 
Several observations suggested the likely involvement of IL-lb, in the cascade leading to 
perinatal brain damage and subsequent CP. Higher titres of IL-lb were detected in the cord 
blood, amniotic fluid and neonatal blood of children developing CP as compared to non-CP 
children (2). Studies using animal models also reported expression of IL-lb in perinatal 
brain injuries induced either by H/I or LPS exposures [13-21]. Administration of agents 
blocking IL-lb protects oligodendrocytes against LPS-induced cell death in expiants of 
immature (P8) optic nerves (9). In vivo studies disclosed that intracerebral injection of IL-
lb in the white matter of P6 rats induced microglial activation, haemorrhage, and myelin 
damage [24], and that iv injection of IL-lb exacerbates brain lesions induced in P7 rats by 
subsequent excitotoxic aggression [25]. Most of the studies using knock-out mice lacking 
different members of the IL-1 system indicated that cerebral damage subsequent to H/I 
aggression might be mediated by the IL-1 system [26-29]. Taken together, these 
observations along with our results suggest that the IL-lb might be at the apex of the 
molecular cascade leading to perinatal brain damage whether triggered by infection, H/I, or 
both. However, further studies are needed to assess the full spectrum of this cytokine' 
potentials as studies reported also on 'opposing' neurotrophic effects by IL-1 in certain 
circumstances [3,6]. 
A salient result is the demonstration of a dyscoordinated expression of IL-ip and its 
receptor antagonist in brains with perinatal damage. This is in sharp contrast with several 
studies reporting parallelism in the expression of IL-ip and IL-lra in several cells and 
organs. LPS was thus found to trigger concomitant synthesis of IL-lb and IL-lra by 
monocyte-macrophages at similar levels [30]. Diverging patterns, with down-regulation of 
IL-lb and major enhancement of IL-lra expression has been described in monocytes 
maturing into macrophages [31]. It is also noteworthy that alteration in the IL-lb/IL-lra 
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ratio has been implicated in the pathogenesis of various extra-cerebral human inflammatory 
diseases, such as Crohn's disease and rheumatoid arthritis. In the CNS, IL-lb and IL-lra 
mRNA have been shown to be up-regulated in parallel in the adult rat brain exposed to 
systemic injection of LPS. In that study, IL-1 was detected in monocytes from the choroids 
plexus and in microglia from the circumventricular organs [32]. Simultaneous induction of 
IL-lb and IL-lra synthesis was also demonstrated in the hypothalamus, and hippocampus 
of adult rat brains exposed to intraventricular infusions of LPS [33]. H/I insult has also 
been shown to trigger rapid IL-lra mRNA synthesis in the brain of adult rats at the same 
time as IL-lb synthesis [34]. On the other hand, in a rat model of delayed-type 
hypersensitivity response to bacillus Calmette-Guérin, a study [35] showed a simultaneous 
increase in IL-lb and IL-lra levels in the hippocampus associated with a brief and 
moderate increase in the IL-lb/IL-lra ratio attributed to a slightly slower induction of IL-
lra as compared to IL-lb. The detection of a major imbalance in the innate immune system 
we reported in this study, involving precisely the presence of a wide and sustained 
dissociation between IL-lb and IL-lra expressions, is therefore very unique. Such 
disequilibrium in the IL-lb/IL-lra ratio could result from developmental regulation of 
expression of the molecular components of the IL-1 system. This dissociated pattern of IL-
1 agonist/antagonist synthesis increases the noxious potential of IL-1 p. This might be a 
critical point in determining neurotoxicity leading to perinatal brain damage and 
subsequent CP. 
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Chapitre 5: Article 3 
IL-1 receptor antagonist protects against placental and 
neurodevelopmental defects induced by maternal inflammation 
Sylvie Girard, Luc Tremblay, Martin Lepage, Guillaume Sébire 
Journal of Immunology, 2010, 184(7):3997-4005 
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expérimentations présentées dans cet article ainsi que l'analyse des résultats, la production 
des figures et la rédaction et révision du manuscrit ont été réalisées par l'étudiante sous la 
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Résumé 
Le rôle précis de l'infection bactérienne maternelle ainsi que de l'inflammation se 
produisant à la fin de la gestation est un point controversé. Bien que reconnu comme un 
risque indépendant pour le développement de pathologies neurodeveloppementales, telles 
que la paralysie cérébrale, les déficiences mentales et l'autisme, il est toujours incertain s'il 
y a un lien causal ou simplement une association avec ces pathologies. Dans cette étude, 
nous démontrons que l'IL-l joue un rôle central dans les dommages placentaires et les 
anomalies neurodeveloppementales induites à l'animal nouveau-né. Nos résultats 
démontrent que l'exposition systémique à des composants bactériens (LPS) à la fin de la 
gestation chez le rat déclenche une inflammation placentaire, la mort foetale et des 
altérations du développement cérébral au niveau de la substance blanche ayant des 
répercussions sur le comportement moteur. Tous ces effets sont atténués par la co-
administration de l'IL-lRa avec le LPS, suggérant un possible traitement protecteur contre 
les dommages placentaires chez l'humain et les dommages cérébraux périnataux associés. 
Abstract 
Precise role of maternal bacterial infection and inflammation occurring at the end of 
gestation is a controversial matter. Although, it is recognized as an independent risk factor 
for neurodevelopmental diseases such as cerebral palsy, mental deficiency and autism, it 
remains unclear whether it is causal or simply associated with the diseases. Herein, we 
demonstrate that IL-1 plays a key role in mediating severe placental damage and 
neurodevelopmental anomalies in offspring. Our results show that end of gestation 
exposure of pregnant rats to systemic microbial product (LPS) triggers placental 
inflammation and massive cell death, fetal mortality, and both forebrain white matter and 
motor behavioral alterations in the offspring. All these effects are alleviated by the co-
administration of IL-1 receptor antagonist with LPS, suggesting a possible protective 
treatment against human placental and fetal brain damage. 
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Introduction 
Perinatal brain damage and subsequent neurodevelopmental disorders, such as cerebral 
palsy (CP) (1), mental deficiency and autism, are major health problems for which little 
effective preventive or therapeutic interventions are available (1, 2). Paradoxically, 
improved obstetrical and neonatal care has fallen short of the hope of reducing the 
incidence of perinatal neurological handicaps. Although perinatal mortality has decreased 
over the past 20 years, the incidence of CP has not (1). For instance, a recent population-
based prospective study showed that a large proportion of premature newborns, under 33 
weeks of gestation suffer neurological disabilities, including CP and/or mental deficiency at 
5 years of age (3). Maternal infection/inflammation is one of the main independent risk 
factors for perinatal brain lesions, both in premature and term newborns (4-6), and also 
increases the risk of fetal death and premature delivery. Antenatal infection/inflammation 
was also associated with an enhanced susceptibility to later occurring diseases, and is likely 
to inflict noxious fetal imprints that program the development of some severe 
neuropsychiatrie illnesses - such as schizophrenia - in young adults (7, 8). 
Systemic and placental maternal infections, e.g. urinary tract infections or chorioamnionitis, 
occurring at the end of gestation are recognized as triggering perinatal inflammation. Such 
maternal infections are mainly due to bacterial microorganisms, E. coli being one of the 
most prevalent (1). Whereas white matter damage is the predominant form of brain injury 
associated with perinatal infection (9-11), most neonates with white matter damage show 
no detectable intracerebral bacterial infection. Therefore, as first hypothesized by Leviton 
(12), soluble inflammatory mediators arising from maternal infection remote from the fetal 
brain might be key agents linking maternal infection, fetal inflammatory response, and fetal 
brain damage (13-15). However, whether cause or effect, the precise role of inflammatory 
mediators in the pathophysiology of neurodevelopmental disturbances remains unclear. 
Experimental animal studies of maternal immune activation have further validated the 
association between activation of various inflammatory mediators - e.g. IL-1, TNF-a, IL-6 -
in the placenta and in the perinatal brain, and the occurrence of brain lesions (14, 16-20). 
Increased expression of pro-inflammatory cytokines, including IL-ip, has also been 
detected in the human placenta, amniotic fluid (21), newborn blood (22), and the neonatal 
86 
brain (23-25) in close temporal association with the development of forebrain 
periventricular white matter damage. Other observations suggest a possible toxic role of the 
IL-1 system (26). For instance, IL-1R antagonist (Ra) gene polymorphism homozygocity 
(IL-1RN*2 allele) resulting in a pro-inflammatory orientation of the IL-lb/IL-IRa ratio was 
associated with an increase in late intra-uterine human fetal death (27). 
We hypothesized that IL-1 plays a key role in inducing placental damage and subsequent 
fetal mortality or neurodevelopmental defects. We used an established animal model of 
perinatal brain damage and CP (18, 28-30) to determine the role of IL-1 on the placenta, 




Timed pregnant Lewis rats were obtained from Charles River Laboratories (Saint-Constant, 
Qc, Canada) at gestational day (G) 16. They were allowed to acclimatize to our animal 
facility prior to experimental manipulations. Rats were kept at 20°C environmental 
temperature with a 12 h cycle and had access to food and water ad libitum. Experimental 
protocol was duly approved by the Institutional Animal Research Ethics Review Board and 
all handling of animals was conducted in accordance with the Animal Care and Use 
Committee at the Université de Sherbrooke, Canada. Studies were performed on a rat 
model of prenatal inflammation that mediates the development of brain damage as 
previously described (28-30). 
Magnetic resonance imaging (MRI) 
Anesthetized animals (isoflurane 2%) were first imaged in the ventral position at G17 
(«=14) using a small-animal 7T MRI system (Varian Inc., CA, USA) equipped with 
210/105 Magnex gradient coils and a 63 mm volume coil. The animal vital signs and 
temperature were monitored throughout the MRI procedure (SA Instruments Inc., NY, 
USA). 72-weighted respiration-gated images were acquired using a fast spin-echo pulse 
sequence (TR/TEeff: 2000/12 ms, 8 echoes, FOV: 6 x 6 cm2, matrix: (256)2, NA: 8, 20 
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slices of 1.5 mm). Sets of Ti-weighted images were acquired repeatedly to enable 
simultaneous and continuous monitoring of the placental perfusion (TR/TE: 197/2.5 ms, 
FOV: 6 x 6 cm2, matrix: (128)2, a: 30°, NA: 4, 20 slices of 1.5 mm). Five min after the 
initial set of Ty -weighted image, a bolus of contrast agent (Gd-DTPA, 0.143mmol) was 
injected i.v. in the tail vein and its distribution was monitored for a period of 45 min. 
Following the MRI procedure, the pregnant rat was injected i.p. from G18, every 12 h, with 
either LPS (n=6, 200 ug/kg in 100 ul of pyrogen-free saline, from E. coli, 0127:B8; Sigma, 
ON, Canada), or with saline solution (controls, n=6, 100 ul) until G20 when the MRI 
procedure was repeated. No deleterious effect - i.e. no mortality, behavioral changes, 
differences in gestational length, litter's size or pups weight at birth - was observed in dams 
exposed to the MRI scan. 
Placental cytokines quantification 
In another set of experiments, pregnant rat were injected i.p. from G18, every 12 h, with 
either LPS (M=3), or with saline solution (controls, n=2>) until G20. Placentas were removed 
by caesarean section and then either quickly frozen and kept at -80°C until extraction (3 to 
6 placentas randomly selected per dam), or fixed in a buffered solution of 4% 
paraformaldehyde containing 0.1% glutaraldehyde for 48 h before being embedded in 
paraffin (3 to 6 placentas randomly selected per dam). Proteins were extracted as previously 
described (29). Cytokines were quantified using rat ELISA kit for IL-lp, TNF-a, IL-6 
(R&D Systems, MN, USA) following manufacturer's instructions, except for IL-IRa where 
a homemade ELISA was used (generously provided by Dr. Giamal Luheshi, McGill 
University, Douglas Mental Health University Institute, Canada) as previously described 
(31). 
Histological analysis of brains and placentas 
Rat pups (3 pups per litter from 3 different litters in each experimental condition (n=9)) 
were euthanized by decapitation at P9. Brains were removed, fixed, paraffin-embedded and 
5 um-thick coronal sections (-3.2 to -3.6 mm from the bregma) were used to study 
microglial proliferation by immunofluorescence (IF) as previously described (28). Sections 
were mounted on silanized slides (VWR, Mississauga, ON, Canada) and stained with H&E. 
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Placental sections were also stained for calcium deposits using the Von Kossa staining 
method (Polysciences, PA, USA) following manufacturer's instructions. IF and 
immunohistochemistry (IHC) were performed as previously described (28). The Abs used 
are detailed in Supplementary Table 1. Slides were mounted using a DAPI-containing 
medium (Invitrogen, ON, Canada) for IF. Negative controls consisted in an additional set 
of sections treated in a similar way but without the primary Ab. For IF, counting of labeled 
cells was performed using Image J analysis software (NIH Image, 
http://rsbweb.nih.gov/nih-image/) at 200X magnification. For IHC, counting of labeled 
cells was performed in three areas of the placenta at 400X magnification in triplicate. Mean 
value for percentage of positive cells from three readings was tabulated and used for data 
analysis. 
Supplementary Table 1: Antibodies used for IHC and IF 
Name 
Ionized calcium Binding adapter 
molecule 1 (Iba-1) 







Anti-mouse Alexa Fluor conjugated 




Wako Chemicals, VA, US 
Santa Cruz Biotechnology, CA, 
Chemicon, ON, Canada 
Chemicon, ON, Canada 
Serotec, NC, US 
Chemicon, ON, Canada 
R & D Systems, MN, US 
Invitrogen, ON, Canada 
Invitrogen, ON, Canada 
Santa Cruz Biotechnology, CA, 















Treatment with IL-IRa 
Recombinant human (rh) IL-IRa at doses of 2, 10 or 20 mg/kg (Kineret, Biovitrum, 
Sweden) was injected i.p. 30 min before each LPS injection performed as described above. 
IL-IRa was used successfully in several animal studies to protect various tissues - including 
the brain- against inflammatory aggressions (32-34). The range of rhIL-IRa doses used 
range from 10 u,g to 200 mg/kg (when administered peripherally) depending on the model 
and the species: classically, 1.5 mg/kg/day rhIL-IRa in human, for treatment of gout. Our 
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goal was to administer rhIL-IRa peripherally (to dams) and to minimize the potential 
impact of high doses on physiological function. Based on the above considerations, doses 
ranging from 2 to 20 mg/kg were selected. We detected no adverse effect of rhIL-IRa 
administration on animal behavior, perfusion of organs (as determined by MRI on placenta 
and muscle), placental inflammatory response, and no change in gestational length, litter 
size or pups weight at birth. At G20, animals either underwent MRI (4 to 5 dams for each 
dose) or caesarean section for placenta removal (3 to 4 dams for each dose; 3 to 6 placentas 
randomly selected per dams). In another set of experiments, dams gave birth naturally. 
Histological experiments on pup brains were performed at post-natal day (P) 9 (3 pups per 
litter from 3 litters; n=9 for each experimental condition). Motor behavioral experiments 
were performed at P30, P35 and P40 using the Rotarod test as previously described (all 
pups from 3 to 5 litters; «=10 to 25 for each experimental condition) (28). 
MRI analysis 
MR images were analyzed using Matlab (MathWorks, MA, USA). One slice in the middle 
of each placenta was selected on 72-weighted images where the umbilical cord attachment 
site was frequently observed. A region of interest (ROI) was manually drawn to delineate 
the placenta. The ROI for each placenta was applied to corresponding Ti-weighted images 
to analyze the signal enhancement throughout the acquisition period. Each placenta was 
visible on at least 3 contiguous images (slice thickness 1.5 mm) and typically visible on 5 
to 6 contiguous images. Each placenta was manually delineated by drawing a ROI on each 
image. To avoid any bias from partial volume artifacts expected on the first and the last 
images where a placenta is visible, we report the surface of the placenta determined from 
the central image for each placenta. The surface may depend on the orientation of a 
placenta relative to the image plane, but this variability is expected to be similar for all 
study groups. Each placenta was considered individually, with 8-10 placentas for each dam. 
Given that LPS exposure did not lead to placental or fetal resorption, the mean number of 
placentas was the same for dams from LPS and control groups. To account for possible 
changes in signal intensity between different MRI sessions, the signal detected on MRI was 
normalized to the intensity of the maternal dorsal muscle. All contrast agent perfusion 
curves were offset to get the same intensity values prior to injection of the agent. Dynamic 
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curves were fitted with a two-exponential function (pulse function, Microcal Origin 5.0), 
enabling the determination of the perfusion rate (inverse of the time constant for a rising 
exponential), the time to reach maximum signal and the clearance rate (inverse of the time 
constant for a decreasing exponential). 
Data analysis 
Data are presented as means ± SEM. Comparisons were performed using ANOVA with the 
Newman-Keuls post-test, or the unpaired t-test with Welch correction. The significance 
level was set at p=0.05. 
Results 
LPS-induced placental damage 
Using MRI, we assessed in vivo the effect of maternal systemic administration of LPS on 
the placenta. LPS exposure significantly decreased placental signal intensity on Ti-
weighted images as compared to control placenta at G20 (Fig la-d and Supplementary Fig 
la). The deleterious effect of LPS on placental perfusion was assessed by dynamic contrast-
enhanced Ti-weighted imaging. The increased intensity of the MRI signal, produced within 
a given tissue by contrast agent injection, is correlated to the level of blood perfusion of this 
tissue. In control dams, the contrast agent was distributed almost uniformly throughout the 
placenta at G17 (Fig le). Contrast enhancement increased with gestational age (p<0.05, 
between G17 and G20, Fig le-g, Supplementary Video 1). LPS exposure led to a decreased 
and heterogeneous placental accumulation of contrast agent at G20 (Fig le-g, 
Supplementary Video 2 and Supplementary Fig lb). In utero inflammation also induced a 
delay in placental contrast agent accumulation: 1.71 + 0.19 min in controls at G20 versus 
4.55 + 0.51 in LPS-treated dams (p<0.001). This is depicted by a decrease in perfusion rate 
(Fig lh) and also by a longer elimination time, as shown by the decreased clearance rate 
(Fig li). 
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Figure 1. In utero MR imaging of placentas. 
Exposure to LPS at the end of gestation (n=6 dams at G20) induced a decrease in placental 
signal intensity as compared to control dams (n=14 at G17 and n=6 at G20), on Ti-
weighted MRI (a). Representative ^-weighted MRI of control (b, c) and LPS exposed 
dams (d, n=6) at G20 showing a diffuse hyposignal of LPS-exposed placentas (d) compared 
to controls (b, c). ROIs drawn over the placenta are shown as yellow dashed lines. 
Sequential Ti-weighted MRI monitoring of the contrast enhancement following the i.v. 
injection of Gd-DTPA, in dams at G17, and at G20 in control and LPS exposed dams (e) 
the latter showing a decreased contrast enhancement. Normalized mean intensity in the 
placental ROIs for the three groups; the solid lines are fits to the data points (f). The fitting 
parameters revealed that LPS exposure led to a decreased CA accumulation (g) associated 
with a decreased perfusion (h) and clearance rates (i). Error bars represent means ± SEM, 
*=p<0.05, ***= p<0.001 by one-way ANOVA with Newman-Keuls post-test. 
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Supplementary Figere 1. Placental ami fetal MRI from LPS-exposed dams, 
^-weighted MRI showing the decreased definition of fetal organ images induced by LPS 
exposure compared to control (a). Distinct patterns of placental signal enhancement in LPS-
exposed dams, after contrast agent injection (b); the left placenta has a homogeneous 
enhancement (similar to control) as compared to the right placenta presenting a decreased 
and heterogeneous perfusion: areas of contrast enhancement (black arrow) contrasting with 
areas of complete lack of contrast enhancement (white arrow). See related data in 
Supplementary Table 2. 
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Decrease in contrast agent accumulation varied slightly from one placenta to the next, but a 
decrease of at least 10% in contrast agent accumulation was observed in 80% of placentas 
in LPS-exposed dams, as compared to controls at G20 (Fig lg and Supplementary Table 2). 
These observations were not due to a diffuse drop in maternal blood pressure because the 
MRI measure of perfusion of maternal muscular tissue (paravertebral muscles) was 
identical in LPS-exposed and control dams (Supplementary Fig 2). Thus, our MRI result 
document, for the first time, several non-invasive imaging markers associated with 
placental exposure to inflammation. Moreover, our results also support the inclusion of an 
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Supplementary Figure 2. MRI 
of the paravertebral muscle. 
There was no difference in the 
level of blood perfusion between 
paravertebral muscles of LPS-
exposed compared to unexposed 
dams. 
In vivo MRI findings were compared with histology results. LPS-induced placental damage 
was characterized by a major cellular loss leading to multiple cavitary lesions mainly 
located in the labyrinth and, to a lesser extent, in the junctional zone (Fig 2a), and to areas 
of microcalcifications (Fig 2b and Supplementary Fig 3). Activated caspase-3-positive 
apoptotic cells were detected in placentas from LPS-exposed dams but were absent from 
control placentas (Fig 2c and Supplementary Fig 3). LPS induced massive macrophage 
(CD68+) infiltration in the LPS-exposed placentas (Fig 2d), especially in the labyrinth (Fig 
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Figure 2. Histological analysis of placental inflammation. 
Histological analysis showed (?) cell loss and cavitations (arrows head) in placentas from 
LPS-exposed as compared to control dams in both the junctional zone (jctz) and labyrinth 
(lb) (a) using H&E staining, (ii) microcalcifications (arrows head) using the Von Kossa 
staining technique (b), (Hi) apoptosis as seen by activated caspase-3 immunoreactivity 
(arrows head) in LPS as compared to control placenta (c), (iv) red. blood cells being less 
abundant in LPS-treated compared to control placentas, correlating with the decreased 
perfusion observed by MRI. LPS-exposed placentas presented numerous macrophage 
infiltrates (d) as shown by the increased immunoreactivity for CD68 in the labyrinth (f), as 
compared to control (e). Error bars represent means + SEM, ***= pO.00'1. by t-test with 
Welch correction. Scale bars, 1 mm (a, upper panel), 1.00 urn (a, lower panel, e and f), 75 
fim (b) and 50 urn (c). 
Placental cytokine expression 
Since perinatal inflammation, and particularly the IL-1 system, is associated witii an 
increased risk of placental and perinatal brain damage, we hypothesized that the IL-1 
system may play a key role in the cascade through which maternal inflammation 
presumably induces its deleterious effects. We therefore tested whether maternal LPS 
administration is associated with changes in IL-lp and other pro-inflammatory cytokines 
within the placenta. Dams exposed to LPS presented a sharp increase of placental IL-lp 
expression at G20; the concentration of IL-1p was 20-fold higher than IL-6 and 50-fold 
higher than TNF-u (Fig 3a) Placental IL-IRa exptession was also induced by exposure to 
LPS, but to a lesser extent than II -If» (Fig 3a) ELISA results were reflected by IHC. 
confirming increased expression of these cytokines in 1 PS-exposed placentas at G20, 
particularly for IL-1 (J, IL-6 and TNF-a in the labyrinth (Fig 3b, c). IL-IRa was mainly 
expiessed by trophoblastic cells from the junctional zone (Fig 3c) Expression of IL-lp and 
TNF-u did co-locahzcd with macrophages (CD68 0 although IL-lb expression was not 
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restricted to this cellular lineage (Fig 3d) IL-6 and IL-IRa immunostaming did not co-
localized with macrophages (CD68t- or Iba-1+) but were mainly observed in cells 
presenting the morphological aspect of trophoblastic cells (Fig 3c). Neutrophils were not 
detected in LPS-exposed or control placentas. 
Control LPS Control LPS 
Figure 3 Cytokines expression in the placenta and associated neurodevelopmental impact 
Comparison of IL-ip, TNF-u, IL-6 and IL-IRa expressions (a), measured by ELISA, 
between placenta exposed or unexposed to LPS (n=9 per experimental condition) at G20 
Those results were correlated to in situ placental cytokines expression at the same time and 
showed that IL-1 (J. TNF-a and IL-6 were mainly expressed m the labyrinth as compared to 
IL-IRa expressed mostly by cells in the junctional zone (b, c). Double labelling further 
showed that IL-lp and TNF-a (d) expression wcie co-locahzcd with macrophage matker 
CD68. Cavitary aieas (*) LPS decreased the number of survhing pups per litter (n=40) as 
compared to control litters (n 45) (e) LPS increased the number of proliferating microglia 
(IbaHPCNA1-) m the brain white matter at P9 (n-9) as compared to controls (n 9) (f). 
Lrror bais tepresent means t SEM, **"- p<0.001 by t-test with Welch correction Scale 
bars. 50 urn 
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LPS-induced fetal mortality and morbidity 
A decrease in both fetal survival rate (Fig 3e) and pups weight at birth was induced by 
exposure to LPS. These effects are not due to preterm birth because both LPS-exposed and 
control dams displayed identical and normal gestation lengths. A slight intra-uterine growth 
delay was noticed at birth in LPS-exposed, compared to control pups, but was no longer 
apparent at P3 (28). Pups exposed prenatally to LPS developed white matter brain lesions 
including a significant increased in proliferating (Fig 3f) and total (Supplementary Fig 4) 
microglial cells in the forebrain white matter at P9. These changes in brain development 
were associated with a decrease in forced motor capacities, as previously described in our 
















Supplementary Figure 4. LPS-
induced microgliosis at P9. 
Pups from LPS-exposed dams 
presented an increased density of 
microglial cells (Iba-1+) within the 
white matter's forebrain, as compared 
to control, at P9. Error bars represent 
means ± SEM, *=p<0.05 by t-test with 
Welch correction. 
Control LPS 
Effects of maternally administered IL-IRa 
Based on (i) the massive up-regulation of IL-1 in LPS-exposed placental tissues as 
compared to other pro-inflammatory cytokines, and (//) the detection of the same IL-1 
system activation in perinatal brain injury, as previously described in this model (29), we 
tested whether maternally administered IL-IRa protects the placenta, and rat pups, against 
LPS-induced damage. We chose a range of recombinant human IL-IRa doses shown to be 
efficient and well tolerated in rat models and human inflammatory diseases (35). Our 
results showed that the concomitant administration of IL-IRa with LPS indeed prevented 
the decrease in placental signal intensity observed in TVweighted images in dams exposed 
to LPS alone (Fig 4a, b). The dose-dependent effect of IL-IRa on placental perfusion was 
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shown by contrast enhanced T\-weighted images (Fig 4 c-f). Treatment with 10 or 20 
mg/kg of IL-IRa resulted in an increased placental accumulation of contrast agent (Fig 4c, 
d and Supplementary Table 2) while both perfusion and clearance rates were maintained 
(Fig 4c, e, f). IL-IRa administration by itself (10 mg/kg) did not change these parameters 
(Supplementary Fig 5). 
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Figure 4. Protective effect of IL-IRa monitored by MRI. 
Concomitant administration of IL-IRa with LPS prevented the decrease of placental Ti-
weighted signal, which remained at the level of controls at G20 (a, b). IL-IRa treatment 
prevented the decrease of contrast enhancement induced by LPS at G20 in a dose-
dependent manner (c). Solid lines in (c) are fits to the data points. From these fits, it is seen 
that IL-IRa also prevented the LPS-induced decreased accumulation of contrast agent (d) 
and the decrease in both placental perfusion (e) and clearance rates (f), which returned to 
control levels (G20). Data are from 3 to 5 dams (5 to 10 placentas per dam) in each 
experimental condition. Error bars represent means ± SEM, *=p<0.05, **=p<0.01, ***= 
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Supplementary Figure 5. MRI comparison between control and IL-IRa (10 mg/kg) 
exposed placenta. IL-IRa (10 mg/kg) alone did not induce any change, neither in mean 
signal intensity on ^-weighted images (a), nor in contrast agent enhancement monitored 
by T\ -weighted images (b). 
Histologically, placentas exposed to a combination of LPS+IL-lRa presented significantly 
less cellular loss and cavitations (Fig 5a), displayed no calcification, and no staining for 
apoptotic marker activated caspase-3 (data not shown), as compared to LPS-exposed 
placentas. Decreased LPS-induced macrophages infiltration within the placenta, as seen by 
the drop in CD68+ cells, was noted with all doses of IL-IRa, including the lowest dose (2 
mg/kg). Proportion of CD68+ cells was lowest at 10 mg/kg of IL-IRa, which kept the 
placental density of macrophage identical to that of control placentas (Fig 5b). IL-IRa 
treatment also drastically down-regulated LPS-induced cytokine expression in the placenta. 
All doses of IL-IRa tested abrogated placental expression of TNF-a, and also led to a dose-
dependent significant decrease in IL-ip and IL-6 expression (Fig 5c, d, e). Maternally 
injected human recombinant IL-IRa was detected by ELISA in placentas (data not shown). 
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Figure 5. Protective effect of IL-IRa on placental inflammation and histological 
integrity. Histological analysis of the placentas performed at G20 showed that the IL-IRa 
administration concomitantly to LPS preserved the tissue integrity by a decreased in cell 
loss (a) as compared to LPS alone (Fig 2a). IL-IRa also prevented the CD68+ macrophage 
infiltration in the placentas, which remained at the control level for a dose of 10 mg/kg of 
IL-IRa (G20) (b). IL-IRa had a major impact on cytokines production at G20 which 
remained at the control level for IL-lb (c) and TNF-a (d) with all the IL-IRa doses tested, 
and with a dose-dependent effect for IL-6 reaching the control level at doses of 10 and 20 
mg/kg of IL-IRa (e) (n=9 for each experimental condition). Error bars represent means ± 
SEM, **=p<0.01, ***- p<0.001 by one-way ANOVA with Newman-Keuls post-test. Scale 
bar, 1 mm. 
Maternally administered 11,-lRa markedly improved crucial developmental parameters 
otherwise altered by 1 PS exposure: (?) by preventing LPS-mduced fetal death (Fig 6a)- all 
IL-IRa doses tested increased the number of surviving pups to a number similar to control 
litters, (//) by maintaining the density of microglial cells, and the percentage of proliferating 
micioghal cells, detected in offspring's Ibrebram white matter close to control levels (Fig 
6b. c, d); (ut) by protecting against LPS-mduced motor dysfunctions at P30, P35 and P40. 
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IL-IRa co-admmislered with LPS significantly increased pcrfoimance in the Rotarod test 
(evaluation of forced motor capacities) as compaied to administration ol LPS alone 
LPS+IL-lRa-trcatcd rats reached a motor performance simulai to that ol contiol animals 
with the admmisttation ot 10 01 20 mg/kg of IL-IRa (Fig 6e) 
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Figure 6 Nemrodlewitaisifiniertai beoaeiil off EL-llRa admiiMstraaroBa. 
IL-IRa administra ed concomitantly to LPS fully prevented the LPS-induced decrease of 
pups pci litter (a) and also led to a icturn to contiol levels in both the percentage of 
proliferating mieiogha (b) and total microglial cells (c) m the foiebrain's white matter (d) 
The IL-IRa treatment also protected neutomotot functions since motor capacities 
(measured with the Rotarod test at P30 P35 and P40) improved in IL-1 Ra + LPS tats, in a 
dose-dependent mannei (c) to reach a level of motot performance similar to control with 
IL-IRa doses of I0 and 20 mg/kg (n=10-2*> pups from 3-6 littets lot each experimental 
condition) I nor bars icprcscnt means ± SEM '-p^O 05 **-p 0 0! ***= p 0 001 by 
one-ivay A.NOVA with New man-Kculs post-test Scale bar, 50 |um 
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Discussion 
Our results show that LPS-triggered maternal inflammatory response at the end of gestation 
induces massive placental damage. Most importantly, our results clearly link IL-1 
activation and both placental and perinatal brain damage through the demonstration of 
powerful protective effects of prenatal co-administration of IL-IRa together with LPS - as 
compared to LPS alone - on placental perfusion, fetal death, and offsprings' brain white 
matter microgliosis and motor functions. IL-IRa administration also spectacularly shut 
down the massive placental pro-inflammatory cytokine hyperexpression induced by 
systemic maternal LPS exposure and maintained the histological integrity of the placenta. 
These findings are consistent with previous observations that LPS administered at mid-
gestation in mice induces a high rate of fetal death (36) associated with maternal pro-
inflammatory cytokines induction, including IL-1 (37). Neonatal brain damage induced by 
post-natal intracerebral LPS injection in rats was also shown to be attenuated by 
intracerebral administration of IL-IRa, but not by the TNF-a antibody (38). In contrast, 
Wang et al. found that IL-la/b gene knockout did not reduce fetal loss in a mouse model of 
LPS-induced inflammation (39). Recently described natural IL-IRs agonists, other than IL-
la or IL-lb, may explain the apparent discrepancy with our results, given that IL-IRa also 
competitively blocks other IL-1R agonists (35). In addition, the complete absence of IL-lb 
in this knockout model may produce unfavorable placental effects as we observed on some 
of our end-points - such as the level of placental macrophages infiltration - for which 
protective effect was relatively modest even at the highest IL-IRa doses of 20 mg/kg as 
compared to 10 mg/kg. Finally, compensatory mechanisms may also be come into play 
when the IL-1 gene is congenitally disrupted. 
Interestingly, Leviton et al, recently showed that the robust association between 
chorioamnionitis and perinatal brain lesions was not always accompanied by the detection 
of bacterial microorganisms within the placenta, leading to the conclusion that "organism 
recovery does not appear to be needed for placenta inflammation to predict diparetic CP 
(40)". This important observation suggests that in humans, as in our animal model, 
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inflammation in the absence of direct placental infection, is associated with brain damage in 
the offspring. 
The full preventive effects of maternally administered IL-IRa against fetal death, forebrain 
white matter microgliosis, and CP-like motor dysfunction is associated with a strong 
protective effect against placental damage. Thus, the deleterious impact of maternal IL-1 
may first act upon the placenta. Ensuing placental insufficiency could then contribute to 
fetal mortality and morbidity. Our data show that a small minority of LPS-exposed 
placentas present a complete lack of perfusion as compared to control placentas. In 
addition, most fetuses were alive at the time of caesarean section (G20) and no sign of 
apparent resorption was detected in the others. Thus, it seems unlikely that such a fetal 
resorption process participates in the severe placental damage, including cavitary lesions, 
detected at G20. While LPS does not appear to cross the placenta (41), maternal IL-1 may 
exert its noxious effects on fetal organs by passing directly through the placenta, and/or 
indirectly via molecular cascades spanning both maternal and fetal sides of the placenta and 
then diffusing via the blood stream to fetal organs including the brain. There are conflicting 
reports with respect to the ability of maternal cytokines to cross the normal or diseased 
placental barrier (42-44). To our knowledge, the ability of IL-IRa to cross the placental 
barrier has not yet been reported. Under certain conditions, IL-lb has been shown to leak 
through the blood-brain barrier either by passive diffusion or via IL-1R2 binding followed 
by translocation of ligand-receptor complexes (45). IL-IRa may interfere with such 
potential transfer by blocking IL-1/IL-1R2 binding. Propagation of the fetal inflammatory 
response from blood to brain compartments might be facilitated perinatally by the 
immature, more permeable blood-brain barrier, particularly under inflammatory conditions. 
On the other hand, systemic fetal inflammatory response triggered by maternal LPS 
injection induces IL-1 mRNA and IL-1 synthesis within the brain (16, 29). IL-10 has been 
used as a prenatal treatment to reduce white matter damage induced by prenatal exposure to 
E. coli; such IL-10 effect may act via the IL-10 inhibition of IL-1 synthesis (46). Although 
our own study focuses mainly on cytokines expression within the placenta, it is possible 
that other inflammatory mediators, e.g., chemokines, prostaglandins, also play a role in 
fetal outcome. IL-1 is a central cytokine implicated in numerous inflammatory processes 
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that can lead to the induction of those other mediators. Since blockade of the IL-1 pathway 
using IL-IRa protects the placenta and prevents deleterious effects of LPS-induced 
inflammation on fetuses, it is possible that this system may be at the apex of the molecular 
cascade leading to placental and neurodevelopmental defects. On the other hand, several 
studies implicate pro-inflammatory cytokines in the physiopathology of premature birth. 
There are conflicting reports as to the ability of LPS to trigger premature birth depending 
on species, strains, and possibly, disparities in protocols of LPS administration (47). IL-10 
appears to prevent LPS-induced pre-term delivery and fetal death via the down-regulation 
of uteroplacental IL-1 and TNF-a. However, our experimental protocol did not induce any 
preterm delivery. Thus, data from our model do not enable a useful discussion on the effect 
of IL-IRa - as compared to other molecules - on preterm delivery. In sum, our results are in 
agreement with those showing that various pro-inflammatory cytokines blockade strategies 
and downstream production of prostaglandin have protective gestational effects (46). 
Few studies have used MRI to characterize normal and pathological placentas in rodents 
and humans (48-50). We show that ^-weighted MRI without administration of contrast 
agent - a safe MRI technique routinely and efficiently applied in second and third trimester 
pregnant women to detect fetal malformations - is a useful diagnostic tool to detect 
experimentally-induced placental inflammation in rodents. In humans, chorioamnionitis is 
often suspected prenatally based on clinical symptoms but is only proven postnatally 
through time-consuming pathological examinations, the reliability of which is often limited 
by sampling biases. Histopathological chorioamnionitis is associated with 50% of 
premature rupture of membranes and premature deliveries (51). Prenatal detection of 
human placental inflammation by MRI offers a safe and non-invasive opportunity for early 
in utero diagnosis of this common and threatening pathology. To our knowledge, a single 
study, based on a small sample of patients, has correlated MRI with placental pathologies in 
humans using Ti-, T\-, and diffusion-weighted images. Our results suggest that 
inflammatory-induced changes in 7Vweighted intensity correlate with placental damage. 
Thus, we speculate that MRI may non-invasively and usefully detect these changes in 
humans. 
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Anti-inflammatory treatments tested in humans in an attempt to protect the fetus against 
maternal inflammatory response have failed mainly because of severe adverse effects. 
Thus, antibiotics administered to infected pregnant mothers failed to protect the fetal brain 
(52). Kenyon et al. recently showed in humans that antibiotic treatment given at the end of 
preterm pregnancies failed to reduce the burden of neurological consequences in offsprings, 
but rather doubled the occurrence of CP (53). This unexpected impact of antibiotics may be 
due to uncontrolled - and even possible exacerbation - of the inflammatory response 
triggered by antibiotic-induced release of bacterial components. Alternatively, prenatal 
administration of corticosteroids initially raised the hope of providing beneficial 
neuroprotective effects based on findings such as radiological improvement of neonatal 
brain damage (21). Unfortunately, additional trials and meta-analysis showed that pre- or 
post-natal corticosteroids eventually do not provide neurobehavioral benefit, and could 
result in adverse effects in certain therapeutic designs (54). Conflicting results, and fetal 
adverse effects, such as ductal constriction, have been reported in neonates treated 
prenatally with non-steroidal anti-inflammatory drugs (55-57), emphasizing the need to 
better restrict the target of blocking agents in order to optimally balance beneficial and 
adverse effects. Maternal IL-IRa therapy, as we tested, at doses already recommended for 
human inflammatory diseases (58) may meet this safety/efficacy criterion. However, 
translation from animals to humans requires utmost caution since cytokines are involved in 
many neurodevelopmental mechanisms and other physiological functions (59). 
Our findings show that maternal inflammation during pregnancy acts indirectly through IL-
1 to severely damage the placenta, leading to fetal death or to abnormal fetal brain 
development and neurological disorders in offsprings. We also show the remarkable 
efficiency of maternal IL-IRa administration in preventing the life threatening brain 
damage and lifelong neurodevelopmental injuries. With the caveat described above, we 
suggest that further studies are needed to validate the possible use of IL-IRa in human 
clinical trials in the hope of preventing the frequent and heavy burden of prenatal injuries 
linked to common maternal infectious/immune activation at the end of pregnancy. 
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Résumé 
L'utilisation de modèle pré-clinique a permis de démontrer un rôle direct du système 
de l'IL-l dans le développement des dommages cérébraux périnataux. Cependant, des 
évidences reliant ces données aux atteintes de la substance blanche retrouvées chez 
l'humain nécessitent confirmation à l'aide d'études neuropathologiques. Nous avons exploré 
le système de l'IL-l, dans neuf cerveaux de nouveau-nés humains ayant des dommages de 
la substance blanche, à l'aide de techniques immunohistologiques in situ. Nos résultats 
démontrent que la surexpression d'IL-ip est associée avec l'immunoréactivité pour l'IL-lRl 
ainsi que pour l'IL-lR2 dans les régions lésées. Le marquage pour les deux récepteurs est 
colocalisé avec les marqueurs d'astrocytes et de microglies/macrophages dans les régions 
lésées. Cependant, aucun marquage n'a été détecté dans les zones non-lésées de ces mêmes 
cerveaux. Bien que l'expression de l'IL-lRa était augmentée dans les régions lésées, cette 
induction était moins importante que celle de l'IL-l p. Ce débalancement IL-ip/IL-lRa était 
particulièrement prononcé chez les nouveau-nés grands prématurés par rapport à ceux plus 
près du terme. De plus, nous avons détecté une surexpression de la MMP-9 dans les zones 
lésées. L'expression de MMP-9 était colocalisée avec celle d'IL-ip sur les 
microglies/macrophages dans les régions lésées. 
Compte tenu de l'orientation pro-inflammatoire du système de l'IL-l ainsi que de 
l'induction en aval de MMP-9 que nous avons démontré, et puisque ces médiateurs 
inflammatoires sont impliqués dans les dommages cérébraux, nous pouvons conclure que 
l'activation du système de l'IL-l pourrait avoir un rôle délétère prédominant dans la 
pathophysiologie des dommages cérébraux chez le nouveau-né humain. 
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Abstract 
Pre-clinical model showed a direct role for the IL-1 system in mediating perinatal 
brain damage. Direct evidence to link these findings to human white matter damage 
(WMD) awaited confirmation from human neuropathological studies. We explored the IL-
lb system in nine human brains with WMD by in-situ immunohistochemical and 
immunofluorescence techniques to search for expression of IL-1 receptors (IL-1R), IL-1R 
antagonist (IL-IRa), and for downstream induction of effectors. Results revealed that IL-ip 
overexpression was associated with immunoreactivity for IL-lRl and IL-1R2 in WMD 
areas. Immunolabeling for both receptors was detected on astrocytes and 
microglia/macrophages. There was no immunoreactivity for these receptors in non-WMD 
areas from the same brains. IL-IRa expression was significantly less upregulated than IL-
lp. This IL-lb/IL-IRa imbalance was particularly pronounced among very preterm 
(compared to near-term) brains. We additionally found MMP-9 overexpression in WMD 
areas. MMP-9 was colocalized with IL-ip on microglia/macrophages in affected cerebral 
zones. 
Given the activation and pro-inflammatory orientation of the IL-1 system and the 
downstream induction of MMP-9 we showed, and given the known involvement of these 
mediators in neural cell injury, we infer that IL-1 pathway activation exerts a noxious role 
in the pathophysiology of WMD in human neonates. 
Keywords: Interleukin-1, Cytokines, Brain, Cerebral palsy, Metalloproteinase 
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Introduction 
Perinatal white matter damage (WMD) and the heavy burden of associated neurological 
handicaps, such as cerebral palsy (CP) or mental deficiency, are among the most common 
causes of early disability (1-3). Recent epidemiological studies provided insights into the 
pathophysiology of WMD and showed its frequent association with perinatal infections and 
inflammatory events, often acting in conjunction (4-12). Recent data from a pre-clinical 
model showed a direct role for IL-1, triggered by gestational inflammation, in the 
pathogenesis of WMD (13). However, the final molecular pathway, which ultimately 
triggers neural cell death in human WMD, is still unclear. The main neuropathological 
substrate in these patients is a spectrum of WMD developing either focally or diffusely 
with varying intensities ranging from mild oligodendrocyte loss or astrogliosis to areas of 
complete tissue loss known as periventricular leukomalacia. The incidence of those 
damages is not uniform among neonates, and the very premature newborns appear to be 
more at risk than term newborns (14, 15). We previously reported overexpression of IL-ip 
in human WMD and we suggested that the upregulation of this cytokine together with the 
activation of inflammatory cells are involved in the pathophysiology of perinatal brain 
lesions (7, 8, 12). Other human studies supported the role of cytokines and their mediators 
in WMD (16, 17). In vivo and in vitro animal studies demonstrated that the deleterious 
effects of IL-ip on neural tissue could be inflicted both directly (18, 19) and partly 
indirectly, through the induction of proteins belonging to the matrix metalloproteinase 
(MMP) family, especially MMP-9 (20, 21). In animal models, pretreatment with IL-ip 
exacerbated WMD induced by cerebral injection of a glutamatergic agonist (22, 23). 
Adding exogenous IL-1 receptor antagonist (IL-IRa) decreased WMD and MMP-9 
expression in an adult model of traumatic brain damage (21). Known elements in the IL-1 
system include two distinct receptors (R), namely IL-lRl (implicated in the activation of 
the signaling pathway and the amplification of the inflammatory response), and IL-1R2 (a 
decoy receptor that sequesters IL-ip without any signal transduction). The IL-1 system also 
includes an endogenous antagonist (IL-IRa) that can abrogate the effect(s) of IL-1 p (24). 
Interestingly, our studies on an animal model exposed to infection and hypoxia-ischemia 
showed a marked pro-inflammatory orientation in the IL-ip system characterized by low 
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and delayed IL-IRa release resulting in an imbalanced intracerebral IL-ip/IL-IRa ratio in 
animals at a developmental stage equivalent to very preterm human neonates (25). This 
molecular disequilibrium was in sharp contrast to the balanced and paralleled profile of 
production of these antagonistic proteins that was unveiled in the more mature rodent brain 
(25). 
Here, we carried out in-situ molecular studies to characterize the possible involvement of 
the different IL-1 receptors (IL-lRl and IL-1R2), and of the antagonist IL-IRa, as well as 
the state of their balance (IL-lp/IL-IRa ratio), and the potential induction of MMP-9 in 
early infantile WMD samples. We also compared findings with those in non-WMD areas. 
We further studied temporo-spatial correlations to better understand the impact of 
developmental maturity on the pathophysiology of WMD between preterm and term human 
brains. 
Subjects and Methods: 
Patients: 
Brains from early infantile death (n=9) in which neuropathological examination revealed 
WMD were explored in this study. The main clinicopathologic features for these infants are 
outlined in Table 1. 
116 











































































































































Asphyxia (hyaline membrane 
disease) 
Asphyxia (hyaline membrane 
disease), infection (neonatal 
septicemia) 
Asphyxia (hyaline membrane 
disease) 
Ischemia (cardiac malformation), 
infection (chorioamnionitis) 
Ischemia (heart failure, cardiac 
malformation) 
Asphyxia (respiratory failure) 
Asphyxia (lung hypoplasia), cardiac 
malformation 
Asphyxia, infection (peritonitis) 
Asphyxia (hyaline membrane 
disease), cardiac malformation 
Abbreviations: WMD = white matter damage; f = female; m = male; GA = gestational age; w = week; d = day. 
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Neuropathology, immunohistochemical, and immunofluorescence techniques: 
The brains were fixed and processed according to standard pathology techniques, and were 
studied as previously described (8). Briefly, the brains were fixed for 3 to 6 weeks in 20% 
buffered formalin, and were then sectioned coronally. Selected blocks were embedded in 
paraffin, cut in 10 urn sections and initially stained with hematoxylin-eosin (HE) and cresyl 
violet (CV) for routine histological examination. In each brain we studied neural tissues 
from two different areas, namely WMD-areas and non-WMD areas, thus characterized on 
the basis of neuropathological findings. The first comprised areas that were picked-up from 
affected cerebral hemispheric white matter (WM) regions which showed on routine 
neuropathological examination both macroscopic and microscopic evidence of typical 
WMD. These WMD areas thus contained diseased WM and were either at the 
histopathological phases of "early-stage WMD" (namely, "coagulative necrosis" foci, or 
lesions at the stage of "early resorption"), or at the phase of "late-stage WMD" (comprising 
mainly the histopathological stage of "late resorption" or the most advanced cystic or 
gliotic stages in these lesions; see (8) for the full description of staging in these lesions). 
The various histopathological changes characterizing the different stages of cerebral WMD 
are illustrated in Figure 1A-C. Non-WMD areas, selected from the same brains, served as 
control and comprised apparently intact WM where there was no evidence of tissue disease 
on classic neurohistopathologic examination. One to two blocks per studied area per brain 




D = 80, WMD areas 
isf' 
• i 
Figure 1. Histopathological appearance of cerebral WMD in the human neonatal 
brain early stages of "coagulative necrosis" chatactenzed by loss of tissue architecture, 
eosinophils, and poor central cellulanty (A, B) A lesion at the stage of "resorption" and 
the beginning of cystic formation, invaded by inflammatory cells, mainly macrophages, and 
surrounded by other monocytes, and the beginning of astrocytic proliferation (C). IL-ip 
overexpression in WMD as compared to non-WMD areas at both early and late stages of 
brain lesions (D). Scale bar (A-C) 100 urn Staining A, C (HE), B (CV) 
All formalin-fixed, paraffin-embedded, blocks weie seually cut m 5 p.m sections, and were 
first studied with HE and CV Consecutive sections were then processed with 
immunohistochemical (IIÏC) techniques for the detection of IL-lfL IL-lRl, II -1R2, IL-
IRa, and MMP-9 (Tabic 2) Detailed IHC stammg procedures to detect IL-lb weie 
pieviousl> desuibed (8) Detection of IL-lRl, IL-IR2. IL-IRa, and MMP-9 wete based on 
the same IHC technique Briefly, the slides were depaiaffimzcd and rehydrated to watei 
and Tris-Bnffered Salme (IBS) at pH 7 6 Antigens rctneval was performed by piessunzcd 
heating for 5 min at 120°C in 10 mM citrate buffer at pi I 6 Biam sections weic incubated 
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with the primary antibodies (Ab) (Table 2) for 2 h in a humidified chamber. After washing 
in TBS, sections were then incubated with the secondary antibody for 45 min (Table 3). 
Labeling was revealed by diaminobenzidene (DAB) (Roche, Qc, Canada) and sections 
were counterstained with hematoxylin. An additional set of sections was treated similarly, 
but without the primary Ab, as a negative control. For double labeling, the 
immunofluorescence technique was conducted as previously described (26), and the slides 
were mounted using a medium containing DAPI (Invitrogen, ON, Canada) which labels 
nuclei. 
Serial sections analysis 
Sections from the same blocks in each of the two series were first studied with HE and CV 
staining to evaluate the state of neural tissue. Then, serial sections were explored using the 
various IHC and IF techniques for the evaluation of the different molecular markers used in 
this study. 
Data analysis, cell-counting technique and staining intensity measurement: 
We counted immunolabeled cells using a high power (40X) microscopic lens. Counting 
was performed in three fields in both WMD and non-WMD areas and the mean value from 
these readings per area was calculated. It is noteworthy that blind sampling is not 
applicable here as WMD areas are readily distinguishable histomorphologically from the 
control set. The total number of cells is the total number of nuclei (stained in blue by H&E 
in our IHC experiments), except those from cells having the morphological aspect of either 
endothelial or neuronal cells. The percentage of immunopositive cells was determined 
within the WM parenchyma by dividing the number of immunolabeled cells by the total 
number of cells as defined above (Table 1). The staining intensity was determined using 
ImageJ analysis software (Rasband WS, ImageJ, NIH, Maryland, USA, 
http://rsb.info.nih.gov/ii/). We first separated the immunostaining (brown) from the 
hematoxylin stain (purple), using the colour deconvolution plugin (from Landini G based 
on work in (27)). This plugin is a software component adding a specific ability to Image J 
software, namely the ability to make the distinction between different colors. We then set 
arbitrary staining thresholds - specific to each given marker - from representative non-
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WMD areas. These thresholds levels were set to detect the highest immunostaining 
intensity (and beyond) in the non-WMD areas. These threshold levels were then applied to 
all other samples, allowing us to make quantitative comparisons of levels of staining. (Ross 
J, personal communication). 
Statistical analysis: 
Data on the proportions of immunoreactive cells are presented as the means ± SEM. 
Comparisons between WMD and non-WMD areas were performed using paired t-test, as 
the two sets of areas/samples were selected from the same brain. To compare late versus 
early type lesions we used unpaired t-test Welch corrected since those comparisons were 
between samples from different brains. Lastly, comparison between cytokines were made 
using ANOVA with Newman Keul post-test since more than two cytokines were compared. 
The significance level was set at p < 0.05. 
Ethical considerations applied in this study: 
Neural tissues analyzed in this study have been processed within the legal frame of 
complete autopsy procedures involving adequate and full neuropathologic examinations. 
All autopsies were conducted according to Belgian legal and ethical rules. 
Table 2: Primary antibodies 
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Source Number Dilution Immunogen Specificity* 
IL-lp 
IL-1R2 
R&D Systems, MN, US MAB201 
IL-IRa Santa Cruz SC-25444 
Biotechnology, CA, US 
IL-lRl R&D Systems, MN, US MAB269 
R&D Systems, MN, US MAB263 












Wako Chemicals, VA, 
US 
Dako, ON, Canada 
Milhpore, ON, Canada 
Milhpore, ON, Canada 











E coh derived recombinant human 
(rh) IL-ip (ammo acid 117-269) 
rhIL-IRa- amino acid 26-135 
5/21-derived rhIL-lRl extracellular 
domain 
Sf 21-derived rhIL-1 soluble R2 
extracellular domain 
E co/i-expressed active rat 92 kDa 
type IV collagenase (catalytic 
domain) 
Synthetic peptide corresponding to C-
terminus of Ibal 
Lysosomal fraction of human lung 
macrophages 
Purified bovine GFAP 
White matter of corpus callosum 
from bovine brain 
Whole cells from tonsil 
Tested by western blot and ELISA and showed less 
than 5% cross-reactivity with other members of the 
IL-1 system 
Tested by ELISA, western blot and IHC 
No cross-reactivity was detected by western blot for 
other IL-IRs 
Selected for its ability to block the biological activity 
of rhIL-lR2. No-cross reactivity with other IL-IRs, 
by ELISA 
No cross-reactivity with other MMP, evaluated by 
western blot 
Specific to microglia and macrophages, no cross-
reactivity for neurons or astrocytes2 
Specificity was evaluated by SDS-PAGE and western 
blot3 
Immunoaffinity purified, specificity evaluated by 
western blot 
Affinity purified4 
Specificity ascertained by îmmunoblottmg and 
labeling of transfected cells5 
*: Information on specificity was obtained from the compagnies and, when specified, from the literature. 
1 Gidday JM, Gasche YG, Copm JC, Shah AR, Perez RS, Shapiro SD, Chan PH, Park TS. Leukocyte-derived matrix metalloproteinase-9 mediates blood-brain 
barrier breakdown and is proinflammatory after transient focal cerebral ischemia. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2005H558-68. 
2 Ito D, Imai Y, Ohsawa K, Nakajima K, Fukuuchi Y, Kohsaka S. Microgha-specific localization of a novel calsium binding protein, Ibal. Mol Bram Res 
1998:57; 1-9 
3 Pulford KAF, Rigney EM, Micklem KJ, Jones M, Stross WP, Garter KC, Mason DY. KP1: a new monoclonal antibody that detects a monocyte/macrophage 
associated antigen in routinely processed tissue sections J Clin Pathol 1989:42, 414-21 
4. Sommer I, Schachner M Monoclonal antibodies (01 to 04) to oligodendrocyte cell surfaces, an immunocytological study m the central nervous system. Dev 
Biol 1981 83 311-27 
5. Table of workshop monoclonal antibodies and a synopsis of their principal characteristics. In' Disease markers. Special issue. Human MHC Class II Antigens: 
Genetics, Structure and Functions. Susses' John Wiley & Sons, Steel CM, 1984:2; 363-9 
Table 3: Secondary antibodies 
Sheep anti-rabbit IgG 
Goat anti-mouse IgG 
Goat anti-chicken IgG 
Goat anti-rabbit IgG 
Goat anti-rabbit IgG 
Goat anti-mouse IgG 
Goat anti-mouse IgG 
Source 
Serotec, NC, US 
Santa Cruz Biotechnology, 
VA, US 
Invitrogen, ON, Canada 
Invitrogen, ON, Canada 
Invitrogen, ON, Canada 
Invitrogen, ON, Canada 


















Affinity purified, HRP conjugated 
HRP conjugated 
Alexa Fluor 488 conjugated 
Alexa Fluor 488 conjugated 
Alexa Fluor 594 conjugated 
Alexa Fluor 488 conjugated 
Alexa Fluor 594 conjugated 
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Results: 
Our present immunolabeling results on cytokine expression are in line with our previous 
results (8) showing that IL-lb is overtly overexpresscd in the human neural tissues with 
WMD when compared to non-WMD at early or late stages (Figure 1D and Table 1) or both 
stages combined (48.89 ± 4.67% vs 8.15 ± 1.94%, p<0.0001, paired t-test). Furthermore, 
immunofluorescence double labeling techniques showed that microglia and/or infiltrating 
macrophages, and astrocytes expressed nearly equally IL-lp (Figure 2). The percentage of 
IL-lp labeled cells was significantly higher in infected (n=3, chorioamnionitis or neonatal 
septicemia, Table 1) as compared to non-infected cases (n=7) (60.33 ± 1.63 vs 43.17 ± 
6.60, p = 0.02, unpaired t-test Welch corrected). 
Figure 2. Colocalization of IL-10 with astrocyte and microglial cell markers 
Double immunofluorescence showing, in WMD areas, colocalized expression of IL-1 p" in 
both Ibal positive (A to F) and GFAP positive cells (G to L). Scale bars: A-C and G-I: 50 
ftm; D-F and J-L: 20 fini. 
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Pattern of IL-lRl and IL-IR2 expression in WMD versus non-WMD 
Both IL-lRl and IL-1R2 were detected in all brains studied both in WMD and non-WMD 
areas IL-lRl immunoreactivity was however, significantly higher in WMD compared to 
non-WMD areas (46.04 ± 4.79% vs 3.32 ± 0.64%, p<0.0001, paired t-test; Figure 3A-E and 
Table 1 and 4). The percentage of cells positive for IL-IRI was stronger in "late-stage 
WMD" (see method for definition of staging) compared to "early-stage" ones (64.50 ± 
6.31% \s 33.27 ± 4.19%. pO.001, unpaired t-test Welch corrected). The IL-lRl 
immunostaining was particularly intense in cells surrounding cavitary lesions and in 
spongiotic areas (Figure 3B-D and Figure 4). IL-1R2 expression was also increased in 
WMD compared to non-WMD areas (50.19 ± 5.38% vs 5.15 ± 1.27%, p<0.001, paired t-
test; Figure 3F-J) and was higher in late as compared to early WMD stages (65.73 ± 5.58 vs 
41.27 ± 7.45%, p<0.05, unpaired t-test with Welch correction; Figure 3F). Receptor 
labeling (both IL-IRI and IL-1R2) was detected in WMD on various glial cell types, 
namely astrocytes, microglia, and oligodendrocytes, based on their morphological aspect. 
Figure 3. IL-1R expression in WMD as compared to non-WMD areas. 
Comparison of the percentage of IL-lRl immunopositive cells between WMD vs non-
WMD areas at early and late stages of brain lesions (A). IL-lRl immunolabeling is shown 
around cavitary WMD (B and higher magnification in C). in spongiotic WMD (D) and m 
non-WMD areas (K). Comparison of 11 -1R2 immunopositive cells between WMD vs non-
WMD-areas (F). IL-1R2 immunolabeling is shown around cavitary WMD (G and higher 
magnification in II). in spongiotic WMD (I), and m non-WMD aieas (J). Negative control 
with omission of the pt unary antibody (K). *** p<0.001. paired t-test; # p<0.05, H H = 
p<0.001, unpaired t-test Welch corrected. Scale bars: 50 jim (B, D. h. G, I-K) and 10 tira 
(C. H). 








(fold increase in WMD/non-WMD (set at 1)) Clinico-pathological data 
IL-1R2 IL-IRa MMP-9 
Early (f) 29w/3d 



















































Asphyxia (hyaline membrane 
disease) 
Asphyxia (hyaline membrane 
disease), infection (neonatal 
septicemia) 
Asphyxia (hyaline membrane 
disease) 
Ischemia (cardiac malformation), 
infection (chonoammomtis) 
Ischemia (heart failure, cardiac 
malformation) 
Asphyxia (respiratory failure) 
Asphyxia (lung hypoplasia), cardiac 
malformation 
Asphyxia, infection (peritonitis) 
Asphyxia (hyaline membrane 
disease), cardiac malformation 
Abbreviations: WMD = white matter damage; f = female; m = male; GA = gestational age; w = week; d - day. 
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assessment) for the different 
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Figrare 5. DOMW® ImimiBiMfcoiresieeMee aaahsfe ©1FIL4RI e^presstom Ira WMD 
Reactive astrocytes arc immunoreactive to IL-IRI (A-F). whereas quiescent astrocytes do 
not express IL-lRl (G) IL-IRI is also expressed by microglia (mostly with amoeboid 
shape, arrows in (H-J)) and ot infiltrating macrophages seen in pcn-cavitary (¥) WMD 
areas (ÎI-J) and also in spongiotic WMD areas (K-M). Ramified quiescent microglia 
phenotype is shown in (N) Scale bars A-C and H-M 50 |im, D-F 20 |im 
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Double labeling immunofluorescence technique fuither confirmed that astrocytes weie 
positive foi IL-lRl (Figute 5A-G) and that the highest staining intensity for IL-lRl was 
colocah/ed with Ibal positive microglial cell and/or infiltrating macrophages (Figure SH-
IM) Most amoeboid microglial cells were positive for HLA (Figure 6A, B), thus suppoitmg 
then activated status Oligodendiocytes (04+. Figure 6C, D) were also positive foi IL-lRl 
as shown using adjacent sections (Figure 6F, F) 
Figure 6. Microglial cell activated state and oligodendrocyte distribution in WMD 
HLA expression was detected in WMD, especially aiound cavitary lesions (A and higher 
magnification m B) ()4 positive oligodendrocytes (C and highei magnification in D) were 
detected close to VvMD (cavitary lesions) in areas highly positive for IL-lRl (E and higher 
magnification m F) Scale bars A,C\E 50 »m, B,D,F 20 }im 
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Comparative expression of IL-IRa in WMD versus non-WMD 
IL-IRa expression was only slightly incieased in WMD (early and late stages confounded) 
compared to non-WMD (21.04 + 2.82% vs 10.41 + 2.09%, p<0.01 paired t-test; Figure 7, 
Tables 1 and 4). The magnitude of this increase in the number and intensity of cell labeling 
was weakei than that observed for 1L-16. IL-lRl or IL-1R2 (p<0 00l, ANOVA with 
Newman-Keuls post-test; Figure 8 and 4). The modest increase in IL-IRa was observed to 
take place only at the late stage of WMD, suggesting a delayed response (Figure 7A). 
A | H=WMDa 
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Figure 7, IL-IRa expression in WMD as compared to non-WMD areas. 
Percentage of IL-IRa immunopositive cells in WMD as compared to non-WMD ateas at 
the early and late stages of brain lesions (A) II -IRa immunolabeling is seen in pen-
cavitaiy WMD (B, and higher magnification m C), in spongiotic WMD (D) and m non-
WMD areas (B) Negative control with omission of the primary antibody is shown m (F) 
*** = p<0 001, paned t-test Scale bars (B, D-F) 50 tun; 10 urn (C) 
T-X. 
n 
B s imp 
• •IL-IRa 
Figi 
: IJL=E system. IL-lp, IL-
IR1.IL-1R2 and IL-IRa in 
early and late WMD. * = 
p<0.05, ** = p<0.01,*** = 
p<0.001, ANOVA with 
Newman-Keuls post test. 
IL-IRa was found to be mainly expressed on amoeboid microglial cells and/or infiltrating 
macrophages. Furthermore, double labeling IF technique showed that IL-IRa positive cells 
were all positive for the CD68 marker of microglia/macrophages (Figure 9) and that there 
was no colocalization between GFAP and IL-IRa (data not shown). 
IL-1 ft 
• ^ 
• '« ' i 
Fiji re 9, €©i<G>calizedl expression of IL-IRa wMto CD68+ 
IL-IRa and CD68 double-labeling technique showing that al 
positive for the CD68 marker of microglia/macrophages (A-. 
20 um (D-F). 
©glial cells am WMD, 
-IRa positive cells are also 
5 cale bar: 50 |.«n (A-C) and 
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Comparison between MMP-9 expression in WMD and non-WMD 
MMP-9 expression was higher in WMD areas, especially around cavitary lesions (Figure 
10A, B), as compared to non-WMD areas (64.70 ± 3.83% vs 7.41 ± 1.07%, p<0.0001, 
paired t-test; Figure 10 and 4, Table 1 and 4). Amoeboid microglial cells and/or infiltrating 
macrophages showed the highest intensity of labeling (Figure LIA to F). Using adjacent 
sections analysis, microglia and/or infiltrating macrophages that expressed MMP-9 (Fig 
IOC) seemed mostly also positive for the IL-lRl (Figure 3C). 
Figure 10. MMP-9 expression in WMD as compared to non-WMD areas. 
Comparative expression of MMP-9 between WMD and non-WMD areas at the early and 
late stages of brain lesions (Â). MMP-9 immunolabeling is seen particularly in peri-
cavitary WMD (B and higher magnification in C), in spongiotic WMD (D) and is very 
weak or absent in non-WMD areas (E). *** = p<0.001, paired t-test; # = p<0.05, unpaired 
t-test Welch corrected. Scale bars: 50 um (B, D, E), 10 iiim (C). 
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MiiP-9 M@rg© 
Fige re I L CotocaMzedl expre§sn©m ®ff MMP-9 wift CD6S+ mfcrogilall cells» 
Expression of MMP-9 in peri-cavitary (*) WMD areas. MMP-9 is mainly expressed by 
CD68 positive cells (A-C; at higher magnification in D-F), and by only a few GFAP 
positive cells. Scale bars: A-C: 50 fini; D-F: 25 |L«m. 
Effect ©IF gesttatitoiM aige ©un (tin© expres§i©im off inmemlbers ©if ft® IL-1 systeum 
We found that IL-IRa expression was significantly increased with advanced gestational age 
in WMD areas when comparing term and late preterm cases (gestational age > 31 weeks) 
versus very preterm neonates (gestational age <;3G weeks) (26.60 + 3.42% vs 14.08 ± 
3.96%, p<0.05; unpaired t-test Welch corrected, Figure 12). Furthermore, we also found 
that the level of IL-IRa m non-WMD areas was also higher in the term and preterm cases 
compared to very preterm neonates (14.20 + 3.20% vs 5.67 ± 1.78%, p<0.05; unpaired t-
test Welch corrected). IL-lp" expression was also significantly increased in term and 
preterm eases as compared to very preterm brains, but only in WMD aieas (35.50 t- 7.29% 
vs 59 60 ± 4 59, p=0.011, unpaucd t-lest with Welch correction). There was no difference 
in the expression of any of the IL-1 receptors in relation to gestational age (data not 
shown). 
COiS 
• •* - \ * - . - • : ..*• j 
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Figure 12. Correlation 
between IL-IRa expression 
and gestational age 
Percentage of IL-IRa 
expressing cells increases 
with gestational age in both 
WMD and non-WMD areas. * 
= p<0.05, ** = p<0.01, 




In this observational study, we showed that IL-1 overexpression was associated with a 
significant upregulation of IL-1 Rl and IL-1R2 in WMD compared to non-WMD areas. We 
also found a weak and delayed induction of the cytokine's natural antagonist (IL-IRa), with 
no expression in early stages of WMD. In addition, immunostaining was weaker for IL-IRa 
than those for IL-ip or IL-lRl. These results portray a distinct temporo-spatial pattern 
characterized by an orderly expression of the various components of the IL-1 system at 
sites of neural damages. This constitutes a proinflammatory orientation in the IL-1 system 
and would be neurotoxic (3). Interestingly, we also found that the level of IL-IRa was 
significantly lower in the very preterm population compared to older preterm- and term 
neonatal human brains. Finally, MMP-9 expression (an IL-1/IL-lRl-induced neurotoxic 
mediator), (20, 21), was also detected within human WMD areas. It is worth reminding that 
this study, based on IHC findings, might have limitations when comparing staining 
intensities. Thus, whereas techniques for the detection of a given antigen do generally 
provide a solid basis for comparisons, the degree of sensitivity of different antibodies may 
differ widely in IHC techniques. 
^ = 30 weeks or less 
I I = More than 30 weeks 
Early type Late type Early and Late
 N o n . 
combined WMD 
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Epidemiological studies showed an association between increased levels of IL-ip in the 
cord blood (9, 28) or amniotic fluid (4, 11) and the occurrence of human perinatal brain 
damage. On the other hand, experimental perinatal infectious/inflammatory or 
hypoxic/ischemic aggressions triggered IL-lb synthesis within the brain (25, 29-37). 
Studies on adult animals (38-41) showed that IL-1 expression was linked to a parallel 
increase in its antagonist (IL-IRa). This contrasted with data from immature (preterm like) 
animal models (25) that disclosed a dissociated pattern whereby the antagonist (IL-IRa) did 
not follow a parallel upregulation. The present study shows that the peculiar pattern of 
expression of the IL-1 system described in the preterm animal model (25) is also present in 
the human preterm brain. The resulting disequilibrium in the IL-lb/IL-IRa ratio in preterm 
neonates would aggravate the detrimental pro-inflammatory effect(s) of the IL-1 system. 
A limitation of this study is the lack of comparison between WMD with neural tissues from 
another group of individuals in whom the brain is not affected at all. Such ideal controls 
implying the use of normal and strictly age-matched human brains (both gestational age 
and age at death) were not available. However, the differential pattern of molecular and 
cytological differences we observed between WMD and non-WMD might have been 
underestimated as both regions are from the same brains. It is thus possible that the non-
WMD samples with apparently normal histomorphological profiles that were used as 
internal controls, despite being taken from regions distant from the evidently damaged PVL 
sites, could still have some elevated expression of inflammatory markers and cells since the 
brain (as a whole) might have suffered during the noxious perinatal infliction. 
The incidence of WMD is higher in the very preterm than in more mature human neonates 
(2). This association has been classically attributed to a greater vulnerability of the 
immature neural cells particularly oligodendrocytes precursors (14, 15). However, other 
determinants, such as immaturity in the immune/inflammatory response might also 
contribute in the pathophysiology of WMD. Thus, the immature neonatal immune system 
was shown to mount peculiar patterns of pro-inflammatory responses to infections. These 
reactions could include either hyper- (42, 43) or hypo-responsiveness (44) depending on the 
type of triggering event, gestational age, and type of pro-inflammatory cytokines studied. 
Our findings on the presence of a developmental lag in IL-IRa expression in association 
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with perinatal WMD both in preterm animals (25) and human neonates (present study) 
support the concept that a distinct immune response might be present in the immature 
newborn. 
Evidence, mainly from animal models, supports direct involvement of IL-ip in brain 
injuries. Intracerebral injection of IL-lb in neonatal rats induced microglial activation, 
hemorrhages, and myelin damage (22, 45). Its injection intraperitoneally, exacerbated brain 
lesions induced by intracerebral injection of excitotoxic drugs (46). Knock-out mice studies 
for IL-1 family members (47) and the use of exogenous IL-IB (45) showed deleterious 
effects by IL-1 on both the developing and mature CNS. IL-IRa, on the other hand, protects 
neural cells against LPS-induced cell death (15). Administration of IL-IRa in adult animals 
reduced both infective/inflammatory- and hypoxia/ischemia-induced brain injuries (48-51). 
These observations further support our tenet that an imbalanced IL-1 system activation 
could result in neurotoxicity and cell damage in human WMD. The inflammatory damage 
inflicted by the IL-1 signaling pathway is partly mediated by MMP-9. Microglia produce 
MMP-9, even early in development, and more than leukocytes (52). IL-ip is a potent 
inducer of MMP-9 in neural cells cultures. Conversely, the exogenous addition of IL-IRa 
decreased MMP-9 within the CNS (21). These findings from experimental animal models, 
further suggest that endogenous IL-IRa reaction is not robust enough and not strongly 
prompt to counteract the deleterious action of IL-1 p. As such, it would seem that the late 
(delayed) and modest increase in IL-IRa would not be sufficient to counteract the elevated 
levels of IL-1 and IL-lRl, and the resulting downstream induction/up-regulation of MMP-
9 we observed in human WMD (Figure 7). 
Our results showed that MMP-9 was induced in newborn human brains with WMD and 
that it was mainly colocalized on microglia and/or infiltrating macrophages around cavitary 
lesions. This expression of MMP-9 in WMD (temporally and spatially linked to the IL-1 
system activation), strongly suggests its involvement in the molecular cascade leading to 
human perinatal WMD particularly in the premature newborn. Other cytokines, namely 
TNF-a (also implicated in PVL) might also induce MMP production. 
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The deleterious neurotoxic effects of IL-1 are therefore becoming increasingly evident 
within the context of human perinatal WMD. Novel neuroprotective approaches including 
the potential use of IL-IRa in therapeutic trials might therefore become a new approach to 
block pathways involved in the cytokine cascades. 
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Chapitre 7. Discussion et perspectives 
Les résultats présentés dans cette thèse démontrent la pertinence du modèle animal 
d'agressions combinées, impliquant l'infection/inflammation anténatale et une HI 
postnatale, pour l'étude de plusieurs aspects - physiopathologique, neuropathologique, 
comportemental - des lésions cérébrales périnatales humaines. L'utilisation de la 
combinaison de ces deux types d'agressions, situation pathologique la plus souvent 
rencontrée en clinique humaine, mène chez le rat au développement de dommages corrélant 
avec la paralysie cérébrale tant d'un point de vue histologique que comportemental. 
L'analyse moléculaire de l'expression intracérébrale des membres du système de l'IL-l a 
montré, dans ces conditions, un déséquilibre pro-inflammatoire, contrairement à ce qui est 
observé chez l'animal plus mature. Le rétablissement de cette balance, par administration 
d'IL-IRa recombinant humain (rhIL-IRa) durant la gestation, de façon concomitante au 
LPS, augmente la survie périnatale et le poids à la naissance tout en protégeant le 
développement cérébral des animaux exposés à l'inflammation prénatale. Ces résultats 
démontrent pour la première fois le lien causal entre l'expression maternofoetale et 
néonatale d'IL-ip et certaines altérations du développement cérébral périnatal. Finalement, 
nous avons montré que ces données, obtenues sur un modèle expérimental, corrèlent avec 
celles que nous avons faites directement sur des tissus cérébraux lésés de nouveau-nés 
humains, démontrant in situ un débalancement pro-inflammatoire du système de l'IL-l 
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Figure 8. Résumé des conclusions et hypothèses de la thèse 
Dans un premier temps, la réaction inflammatoire maternelle mènera à une activation du 
système immunitaire de la mère (1). Un effet sur le placenta est aussi observé, caractérisé 
par une augmentation de l'expression de cytokines, principalement l'IL-ip, une infiltration 
de macrophages et à une perte de l'intégrité tissulaire (2). Un effet dans l'environnement 
systémique néonatal ne peut être écarté, bien qu'il n'ait pas été démontré dans cette thèse 
(3). La réaction inflammatoire durant la gestation, ainsi que l'HI survenant dans la période 
tout juste après la naissance, vont tous deux altérer le développement cérébral via, entre 
autres, l'augmentation de cytokines pro-inflammatoires, dont principalement l'IL-l p (5). 
Bien que l'implication de d'autres cytokines, tel que le TNF-a ne semble pas avoir un rôle 
important dans ce modèle (Roy et al, 2009), d'autres études seraient nécessaire pour le 
confirmer. Lors de l'administration maternelle d 'IL-IRa (6), les effets majeurs observes 
sont sur le placenta, qui serait donc le site primaire des actions protectrices. Bien qu'un 
effet protecteur soit aussi détecté sur le cerveau du rat lors de son développement, il est très 
probable que cet effet soit conséquent à l'impact placento-protecteur de l'IL-lRa. 
7.1. Pertinence du modèle animal 
Les résultats présentés dans ce document apportent de nouvelles informations sur la 
pathophysiologie des dommages cérébraux périnataux ainsi que sur le rôle central du 
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système de l'IL-l dans leur genèse. Le choix du modèle animal est crucial dans ce type 
d'étude puisque la distribution topographique des lésions, leur fréquence de survenue, ainsi 
que les mécanismes cellulaires menant aux dommages diffèrent considérablement selon le 
stade de maturation cérébrale du nouveau-né, prématuré versus celui à terme. La grande 
majorité des études préalables ou concomitantes à la nôtre comportent certaines failles par 
rapport à ces caractéristiques fondamentales puisqu'elles ont utilisé des animaux 
(principalement le rongeur) soumis à des agressions postnatales à P7, c'est-à-dire d'une part 
à un niveau de développement cérébral correspondant à celui d'un nouveau-né proche du 
terme (alors que le nouveau-né prématuré est beaucoup plus vulnérable), et d'autre part ne 
prenant pas en compte dans ce contexte postnatal la composante inflammatoire 
maternofoetale (discuté dans la section 7.4). La concordance de ces modèles avec la 
pathologie humaine prédominant nettement chez le nouveau-né prématuré est donc 
contestable. Ceci a justifié notre choix d'utilisation d'un modèle animal à PI, correspondant 
au développement cérébral d'un nouveau-né grand prématuré, population présentant 
l'incidence la plus élevée de dommages cérébraux, dans le but de renforcer la pertinence 
humaine de notre système expérimental. Cette pertinence a été validée par nos résultats 
autant sur le plan histologique, que comportemental. Du côté histologique, de nombreuses 
similitudes avec la pathologie humaine sont observées en terme de distribution des lésions. 
Les dommages sont détectés majoritairement dans la substance blanche, soit l'astro- et la 
microgliose et l'hypomyélinisation du corps calleux et de la capsule interne, ainsi que dans 
certaines régions de la substance grise impliquées dans la motricité, telle que la substantia 
nigra. Du côté comportemental, des atteintes motrices sont observées au niveau de la 
motricité spontanée, lors de l'analyse du déplacement en champs ouvert (c.-à-d. "open field 
test") ainsi que la motricité forcée (c.-à-d. test du rotarod) (voir Chapitre 3). L'atteinte de la 
motricité est un point central de la pathologie humaine (c.-à-d. paralysie cérébrale). Les 
résultats comportementaux obtenus dans notre modèle contrastent avec ceux rapportés, à 
l'aide de modèles d'HI induit à P7, qui mène à des déficits transitoires, majoritairement 
l'hyperactivité, ou à des troubles de la mémoire (Balduini et al, 2000, Ikeda et al, 2001, 
Grojean et al, 2003, Fan et al, 2005, Lubies et al, 2005). Les déficits induits par la 
combinaison des deux types d'agressions à P7 (c.-à-d. LPS intraperitoneal directement chez 
le nouveau-né et HI) entraînent principalement des déficits de mémoire qui sont absents 
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lorsque les agressions sont infligées séparément (Ikeda et al, 2004). De plus, l'exposition 
au LPS seulement, de façon pré ou postnatal, mène à des dommages cérébraux ayant une 
distribution anatomique similaire à ceux que nous avons obtenus, bien que moins étendus, 
et restant sans impact détecté au niveau fonctionnel. C'est pourquoi la pertinence de ces 
modèles reste controversée vis-à-vis de la paralysie cérébrale humaine (Toso et al, 2005, 
Roberson et al, 2006). Les différences avec nos résultats démontrent l'importance de 
sélectionner la fenêtre développementale appropriée lors de l'exposition aux différentes 
agressions pour ainsi reproduire le plus fidèlement la réalité clinique périnatale et ainsi 
induire des déficits concordant avec la pathologie humaine. Enfin, l'intégration adéquate, 
pour un modèle préclinique valable, des contributions mixtes maternelles, foetales et 
néonatales à la pathologie cérébrale, et ceci à un stade précis de maturation cérébrale est 
d'une importance majeure afin de développer des stratégies thérapeutiques ayant le 
maximum d'avenir trans la tionel. 
7.2. Réponse neuroinflammatoire néonatale 
À l'aide de notre modèle expérimental, détaillé dans cette thèse, combinant 
inflammation prénatale et HI immédiatement postnatale nous avons démontré que les 
dommages cérébraux et déficits moteurs résultaient, du moins en partie, de la réponse 
neuroinflammatoire induite par l'exposition aux agressions. Autant le LPS prénatal que l'HI 
postnatal ont mené à un débalancement pro-inflammatoire du système de l'IL-l. Ce 
déséquilibre est caractérisé par une augmentation intracérébrale de l'expression de l'IL-ip et 
une diminution de son antagoniste naturel, l'IL-lRa (voir Chapitre 4), débalancement qui 
est aussi observé dans le tissu cérébral humain (voir Chapitre 6). Ces résultats contrastent 
avec les inductions parallèles, ou seulement séparées par un court délai, de l'IL-ip et de 
l'IL-l Ra, qui sont habituellement rapportées dans ces conditions pathologiques chez l'adulte 
(Ulich et al, 1992, Eriksson et al, 2000). De nombreuses études rapportent une 
augmentation de l'expression de l'IL-l p associée aux dommages cérébraux chez l'adulte 
ainsi que dans la période périnatale (Szaflarski et al, 1995, Hagberg et al, 1996, Loddick 
et Rothwell, 1996, Bona et al, 1999, Cai et al, 2000, Allan et al, 2005). Cependant, dans 
la grande majorité des cas, un seul membre du système (c.-à-d. IL-ip) est étudié bien que 
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plusieurs autres membres puissent être exprimés pour contrebalancer l'action de l'agoniste 
(Dinarello, 2009). La combinaison de l'inflammation prénatale suivie de l'HI tout de suite 
après la naissance, simation la plus commune en clinique, ne fut que peut étudié chez 
l'animal, bien que la présence d'interactions entre les deux agressions soit bien connue. 
Quelques études ont montré la potentialisation induite par l'exposition postnatale au LPS 
avant l'HI en terme d'étendue des dommages cérébraux (Eklind et al, 2001, Coumans et al, 
2003, Ikeda et al, 2004, Wang et al, 2007). Nos résultats démontrent que cette 
potentialisation est aussi présente en terme de réponse neuroinflammatoire. Cette 
potentialisation a aussi été démontrée pour l'expression d'IL-2 dans notre modèle (Girard et 
al, 2008). Cependant, cet effet semble dépendre des cytokines en cause puisque, dans le 
même modèle, l'expression de TNF-a n'est que très peu modulée par les différentes 
agressions (Roy et al, 2009). Le rôle de l'expression intracérébrale du TNF-a est 
controversé (voir Chapitre 1.4.2. de l'introduction) et des modèles à P7 ainsi que chez 
l'adulte démontrent que son rôle peut être autant protecteur que délétère selon le contexte 
(Galasso et al, 2000, Cai et al, 2003, Cai et al, 2004, Pradillo et al, 2005, Rosenzweig et 
al, 2007, Lin et al, 2009). La potentialisation de la réponse neuroinflammatoire semble 
être accentuée dans la période néonatale puisqu'il y a une diminution de l'expression d'IL-
IRa (voir Chapitre 4), contrairement à ce qui est observé chez l'animal adulte. Excepté nos 
données sur l'IL-lRa, des études sont nécessaires pour déterminer le rôle de l'expression 
intracérébrale d'autres cytokines anti-inflammatoires à ce stade précis du développement, ce 
qui constitue une avenue de recherche importante à investiguer pour mieux comprendre les 
spécificités néonatales de la réponse neuroinflammatoire. 
7.3. Contribution de la réponse inflammatoire systémique 
La majorité des études combinant LPS et HI dans la période néonatale, ont administré 
le LPS de façon systémique et de plus en plus de données démontrent une participation de 
la réponse immunitaire extra cérébrale non seulement lors de l'administration de LPS, mais 
aussi suite à des atteintes cérébrales focales, tel que lors d'une ischémie. L'effet du LPS, 
surtout lors de l'administration systémique néonatale ou, dans notre modèle, 
l'administration maternelle durant la gestation, va mener à l'activation dans le compartiment 
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sanguin de la réaction immunitaire, contribuant ainsi à l'évolution des dommages 
rencontrés au cerveau. De plus en plus d'attention est portée sur l'implication de 
l'inflammation en périphérie et sur son impact sur le rétablissement du patient à la suite 
d'une atteinte cérébrale focale, telle qu'un AVC (Emsley and Hopkins, 2008). Une étude 
récente a démontré l'expression de cytokines dans le foie à la suite d'une atteinte cérébrale 
focale chez l'animal adulte, phénomène qui précède la réaction intracérébrale (Chapman et 
al, 2009). Les cytokines, particulièrement l'IL-l p, sont des inducteurs important de 
l'expression de chimiokines qui vont médier le recrutement de cellules immunes 
systémiques (Campbell et al, 2005, Campbell et al, 2008). Ces cellules infiltrantes, qui 
sont principalement des neutrophiles et macrophages, peuvent aussi contribuer à l'évolution 
des dommages cérébraux, tels que démontré chez l'animal adulte ainsi qu'immature à P7 
(Hudome et al, 1997, Bona et al, 1999, Blond et al, 2002, Palmer et al, 2004). Ces 
données nécessitent cependant confirmation, particulièrement chez le nouveau-né humain 
prématuré puisque la fonction des neutrophiles en terme de capacité de migration ainsi que 
de réactivité est immature, et donc moins active chez le grand prématuré que chez le 
nouveau-né à terme (Anderson et al, 1990, Levy, 2007, Yost et al, 2009). Le niveau de 
maturité du système immunitaire est une autre différence majeure entre adulte et nouveau-
né ainsi que parmi les différentes sous-populations de nouveau-nés et de plus en plus 
d'évidences pointent vers une réactivité différentielle selon le stade de développement 
(Anthony et al, 1997, Levy, 2007). La contribution de chacun des compartiments, 
systémique (maternel et fœtal) et intracerebral dans l'expression de cytokines de même que 
le rôle des différentes barrières, soit la BHE et la barrière placentaire, particulièrement dans 
le contexte développemental, sont encore mal connus et seront importants à définir dans 
l'avenir. 
7.4. Particularités de la réponse inflammatoire gestationnelle 
Dans nos études, l'exposition prénatale à l'agent inflammatoire est une composante 
majeure du modèle expérimental. Bien que la réaction inflammatoire de la mère durant la 
gestation diffère de celle d'une femelle non gestante (Aguilar-Vallès et al, 2007, Fortier et 
al., 2007), elle aura tout de même un impact très important sur le fœtus et surtout sur son 
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développement cérébral (Meyer et al, 2006a, Boksa, 2010 et Chapitre 5). La cascade 
moléculaire et cellulaire reliant infection/inflammation maternelle et dommages cérébraux 
chez le nouveau-né est majoritairement inconnue. Nos résultats apportent des informations 
sur cette cascade et montrent un effet majeur sur le placenta de l'exposition maternelle au 
LPS. Cet effet est caractérisé par une augmentation importante de l'expression de cytokines 
pro-inflammatoires, de façon prédominante l'IL-ip dans le placenta, combinée à une perte 
d'intégrité de ce tissu ainsi qu'une diminution de sa perfusion. Associé à ces effets 
placentaires, la survie périnatale de la progéniture est diminuée, et les fonctions motrices 
des survivants altérées. Le lien causal entre ces effets et l'expression d'IL-ip a été démontré 
via l'administration maternelle d'IL-IRa qui protège le placenta et de façon subséquente le 
fœtus contre les effets délétères du LPS (voir Chapitre 5). La voie de l'IL-lp semble être 
centrale à ce processus puisque son blocage entraîne une diminution de l'expression 
placentaire des autres cytokines (c.-à-d. TNF-a et IL-6). Plusieurs informations sont 
toutefois encore manquantes dans cette cascade, surtout en terme d'interrelation entre les 
différents compartiments et de participation éventuelle d'autres cytokines. 
Le passage transplacentaire des cytokines est un phénomène controversé. Les 
cytokines ont un poids moléculaire relativement élevé (c.-à-d. 17-30 kDa), ce qui restreint 
leur passage. Lorsque nous avons analysé par IRM la distribution in vivo d'un agent de 
contraste ayant un poids moléculaire similaire à celui des cytokines (c.-à-d. 20 kDa) 
administré maternellement par voie intraveineuse, aucun passage maternofœtal n'a été 
détecté (résultat non présenté). Cependant, l'injection maternelle d'IL-ip radiomarquée 
nous a permis de détecter un transfert au fœtus, autant dans la condition contrôle 
qu'inflammatoire (résultat non présenté), laissant présumer la présence d'un système de 
transport spécifique. Plusieurs études démontrent l'absence de transfert maternofœtal des 
cytokines (c.-à-d. IL-ip et TNF-a) lors de la perfusion ex vivo de placentas humains sains 
(Zaretsky et al, 2004, Aaltonen et al, 2005). Cet effet semble toutefois être cytokine 
spécifique puisqu'un faible passage de l'IL-6 est détecté dans les mêmes conditions 
(Zaretsky et al, 2004). À l'aide de modèles expérimentaux, le passage transplacentaire de 
certaines cytokines a aussi été détectée, de façon dépendante du stade de gestation (Letterio 
et al, 1994, Dahlgren et al, 2006, Wrenshall et al, 2007). Il est aussi possible que les 
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cytokines produites par la mère aient un effet sur les cellules placentaires entraînant ainsi 
une relâche de cytokines du côté fœtal de la barrière. Dans le cas du rhIL-IRa administré à 
la mère, nos résultats démontrent le potentiel thérapeutique de son utilisation mais sans que 
l'on puisse déterminer le ou les sites d'action de la molécule. Un effet direct sur la 
production placentaire de cytokines a été détecté (voir chapitre 5), mais il est aussi possible 
qu'il y ait transfert au fœtus et effet direct sur le cerveau en développement. En faveur d'un 
tel mécanisme, le rhIL-IRa a été détectée dans le cerveau fœtal à la suite de l'administration 
maternelle (résultat non présenté). Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires 
pour déterminer si l'effet neuroprotecteur de l'IL-l Ra est direct, via une action sur les 
cellules neurales, ou indirect, via l'effet bénéfique sur le placenta, ou les deux combinés. 
Non seulement la barrière placentaire peut restreindre le passage maternofœtal, mais 
la présence de la BHE bien qu'immature peut aussi jouer un rôle dans l'accès au cerveau 
fœtal. Il a été démontré que la BHE du nouveau-né est immature et que ses fonctions 
semblent être différentes à ce stade précoce de développement, comparativement à l'animal 
ou l'humain adulte (Adinolfi, 1985, Johansson et al, 2006, Johansson et al, 2008, Saunders 
et al, 2008). La variation développementale de la perméabilité de la BHE est encore en 
grande partie inconnue, surtout dans le contexte inflammatoire, qui pourrait être un autre 
facteur modulateur de sa perméabilité (Quagliarello et al, 1991, Girard et al, 2009, Stolp 
et Dziegielewska, 2009, Stolp et al, 2009). De plus, la présence de transporteurs 
spécifiques pour certaines cytokines a été démontrée au niveau de la BHE chez l'animal 
adulte (Banks et al, 1991, Gutierrez et al, 1994, Osburg et al, 2002). Plus 
particulièrement pour le système de l'IL-l, un transport actif de l'IL-l Ra a été récemment 
démontré in vitro de façon dépendante de l'IL-lR2 (Skinner et al, 2009) et l'accumulation 
intracérébrale de rhIL-IRa a été démontrée in vivo dans les sites lésés à la suite d'une 
ischémie chez l'animal adulte (Greenhalgh et al, 2010) ainsi que dans le liquide 
céphalorachidien chez l'humain à la suite d'un AVC (Clark et al, 2008, Galea et al, 2010). 
Ces phénomènes nécessitent toutefois confirmation, particulièrement dans le contexte du 
développement. Le rôle des barrières, autant placentaire que BHE doit aussi être considéré 
lors de l'administration d'agent thérapeutique autant de façon pré que postnatale pour 
déterminer la cible primaire de l'agent thérapeutique ainsi que pour évaluer sa distribution 
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autant maternelle que fœtale. 
7.5. Perspectives translationnelles 
Un problème majeur dans le traitement des infections prénatales est la difficulté de 
diagnostiquer ces agressions survenant durant la gestation et les dommages placentaires qui 
y sont associés. Ces infections, bien qu'étant majoritairement infra cliniques (c.-à-d. sans 
signe apparent) chez la mère, sont toutefois délétères pour le fœtus et de nouvelles 
techniques diagnostiques non invasives sont nécessaires. Dans les travaux présentés ici 
(voir Chapitre 5) nous avons utilisé 1TRM pour étudier l'effet de l'infection/inflammation 
maternelle sur le placenta. Les résultats obtenus in vivo par IRM corrèlent avec les 
observations histologiques et laissent présumer que 1TRM pourrait être un nouvel outil 
diagnostic permettant de détecter l'inflammation placentaire. Quelques études chez 
l'humain démontrent que cette technique est non invasive et peut être utilisée de façon 
répétée durant la gestation, ce qui est d'ailleurs offert depuis plusieurs années, pour le 
diagnostic et le suivi évolutif in utero de diverses malformations fœtales (Blaicher et al, 
2006, Linduska et al, 2009, Damodaram et al, 2010). Il reste toutefois à déterminer si 
1TRM pourrait être utilisée comme technique de détection précoce de l'inflammation 
placentaire, c'est-à-dire avant l'apparition des dommages tissulaires visibles par histologie 
et ainsi permettre l'administration d'un traitement dans un délai optimal pour préserver 
l'intégrité placentaire et par le fait même de minimiser l'impact sur le fœtus. Dans cette 
optique, l'IRM placentaire pourrait, sous réserve de validation de son intérêt chez l'homme, 
être utilisée comme outil diagnostic et pourrait permettre de mieux déterminer les 
indications et les effets de l'administration de différents agents protecteurs. 
L'IL-lRa est déjà couramment utilisé pour le traitement de pathologies 
inflammatoires chroniques, telles que l'arthrite rhumatoïde chez l'adulte (Goldbach-
Mansky, 2009). Dans le contexte cérébral, le potentiel thérapeutique, et surtout 
neuroprotecteur de l'IL-lRa est en cours d'étude clinique chez l'adulte pour minimiser les 
dommages à la suite d'un AVC ischémique et hémorragique (hémorragies sous-
arachnoïdiennes) (Emsley et al, 2005, Galea et al, 2010). Le transfert de ce traitement 
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chez le nouveau-né humain en développement nécessitera des analyses spécifiques, 
distinctes de celles menées chez l'adulte. Outre les variations développementales du profil 
de la réponse inflammatoire que nous avons évoqué ci-dessus, les effets peuvent aussi 
différer selon le niveau de maturation des cellules neurales. Ainsi, des études animales ont 
démontré un effet délétère de la surexpression chronique intracérébrale d'IL-IRa (sous le 
contrôle du promoteur GFAP; glial fibrillary acidic protein) sur la neurogénèse (Lundkvist 
et al, 1999, Spulber et al, 2008, Spulber et al, 2009). Ces études n'ont toutefois pas 
déterminé si les niveaux d'expression atteints par la surexpression (c.-à-d. environ 2.5ng/mg 
de protéine) étaient semblables à ceux obtenus lors de l'administration exogène de la 
molécule. Il est probable que les niveaux d'expression soient beaucoup plus élevés et 
surtout sur une fenêtre de temps beaucoup plus importante puisque cette surexpression est 
constante et directement reliée à la prolifération astrocytaire, qui est accrue lors du 
développement ou d'une agression. Ces études démontrent toutefois l'importance de bien 
cibler l'administration d'IL-IRa, en terme de dosage et de fenêtre d'administration, pour 
minimiser le temps d'exposition et de façon subséquente le risque d'impact néfaste sur le 
développement. Dans le contexte gestationnel, un seul cas d'administration a été rapporté 
chez l'humain, soit celui d'une patiente atteinte de la maladie de Still (c.-à-d. arthrite 
chronique) ayant décidé de continuer l'utilisation du rhIL-IRa tout au long de sa grossesse. 
Aucun effet néfaste n'a été détecté ni sur la durée de la gestation, ni sur le développement 
du nouveau-né (suivi jusqu'à 4 mois) et ce, malgré la prise du rhIL-IRa y compris durant 
l'allaitement (Berger et al, 2009). La sécurité d'utilisation durant la gestation de l'IL-lRa 
nécessite cependant des études plus approfondies, incluant des suivis à plus long terme du 
développement de l'enfant. Les informations obtenues à l'aide d'agent bloqueur d'autres 
cytokines, telles que le TNF, qui présente de nombreuses redondances fonctionnelles avec 
l'IL-l, démontrent le risque potentiel de l'utilisation durant la gestation compte tenu du 
nombre accru d'anomalies congénitales dans cette population (Carter et al, 2009). 
Cependant, tel que démontré au niveau cérébral, il est possible que le TNF-a ait un double 
rôle, soit potentiellement délétère mais aussi protecteur, durant la gestation selon la balance 
entre l'expression des différents membres de la famille (Haider et Knôfler, 2008). 
149 
Dans la période postnatale, l'administration de rhIL-IRa est déjà approuvée pour 
l'utilisation en pédiatrie et particulièrement pour le traitement de l'arthrite idiopathique 
juvénile systémique (Dinarello, 2005, Miyamae et al, 2010, Neven et al, 2010). La 
difficulté majeure est la courte demi-vie plasmatique de l'IL-lRa nécessitant des 
administrations répétées et même des infusions continues pour pouvoir atteindre des 
niveaux thérapeutiques au site des dommages cérébraux (Emsley et al, 2005, Clark et al, 
2008, Galea et al, 2010, Greenhalgh et al, 2010). 
Bien que le potentiel thérapeutique de l'utilisation de l'IL-lRa soit présent, et que 
nos études démontrent son efficacité dans le contexte gestationnel, de nouvelles molécules 
ciblant le système de l'IL-l pourraient avoir une efficacité supérieure et doivent faire l'objet 
d'essai comparatif d'efficacité/tolérance avant d'envisager d'éventuelles applications 
cliniques. 
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